高い腫瘍選択性を有する高分子化抗がん剤の開発に関する基礎的研究 by 月川 健士 & TSUKIGAWA KENJI
  
 
 
 
崇城大学学位論文 
 
 
高い腫瘍選択性を有する 
高分子化抗がん剤の開発に関する基礎的研究 
 
 
 
 
 
 
 
 
平成 27 年度 
月 川 健 士 
  
  
 
 
 
 
高い腫瘍選択性を有する 
高分子化抗がん剤の開発に関する基礎的研究 
 
 
 
 
 
月 川 健 士 
 
 
Investigation of macromolecular antitumor drugs 
with high tumor-selective properties 
 
Kenji Tsukigawa 
 
March, 2016  
  
Investigation of macromolecular antitumor drugs 
with high tumor-selective properties 
Kenji Tsukigawa 
 
Low molecular weight antitumor drugs distribute to both tumor and normal tissues 
indiscriminately, which causes adverse effects and limit of the dosage in clinic. Compared with low 
molecular weight drugs, biocompatible macromolecular drugs (> 40 kDa, 10 – 200 nm) show 
prolonged blood circulation, and it preferentially accumulate in tumor tissue for long time. This 
phenomenon is now considered as the enhanced permeability and retention (EPR) effect. In this study, 
I prepared macromolecular antitumor drugs such as polymer conjugates and the conjugates based 
aggregates, and investigated their tumor-selective properties and antitumor activities. 
     Firstly, I investigated the release of active drugs from macromolecular antitumor drug. 
Pegylated zinc protoporphyrin (PEG-ZnPP) is a water-soluble macromolecular antitumor agent. PEG-
ZnPP formed aggregates in aqueous solution and accumulated in tumors preferably by the EPR effect. 
However, pegylation hampers the therapeutic effect on tumor cells because of decreased intracellular 
uptake. This problem is called PEG dilemma. In this study, I prepared two types of PEG-ZnPP with 
different chemical bonds between PEG and ZnPP, i.e., PEG-ZnPP with ester bond (esPEG-ZnPP) and 
PEG-ZnPP with ether bond (etPEG-ZnPP). The depegylation of esPEG-ZnPP appeared to be 
facilitated by both serine and cysteine proteases in tumor tissues. Meanwhile, etPEG-ZnPP showed no 
cleavage of PEG chains. And, esPEG-ZnPP showed higher intracellular uptake and cytotoxicity in 
vitro than etPEG-ZnPP. Moreover, depegylated products of esPEG-ZnPP were observed in tumor 
tissue in tumor bearing mice after i.v. administration, and esPEG-ZnPP exhibited significant higher in 
vivo antitumor effect than etPEG-ZnPP. These findings suggest a possible method to overcome PEG 
dilemma and acquire tumor-selective properties, by using ester linkage for the antitumor drug 
development. 
     Next, I investigated pharmacokinetic properties and antitumor effect of macromolecular 
antitumor drug and parent low molecular weight drug. Previously, in our laboratory, we prepared 
pirarubicin (THP)-encapsulated micellar drug using styrene-maleic acid copolymer (SMA), in which 
free THP was non-covalently encapsulated in SMA micelle. However, it was reported that stability of 
drug-encapsulated micelle by non-covalent interaction was not so adequate. In this study, I developed 
SMA covalently conjugated THP (SMA-THP conjugate). SMA-THP conjugate formed aggregates and 
showed albumin binding capacity in aqueous solution. Consequently, SMA-THP conjugate showed 
  
longer blood circulation time (i.e., AUC: 24.5 times) and higher tumor accumulation (i.e., 8.4 times) 
by the EPR effect, than free THP. Moreover, this conjugate showed superior retention in tumor tissue 
than in normal tissue, and exhibited remarkable antitumor effect against colon 26 without apparent 
toxicity in vivo. Interestingly, this conjugate exhibited not only growth suppression of implanted tumor, 
but also reduction of metastatic tumor in the lung. These findings suggest the potential of SMA-THP 
conjugate as favorable candidate of antitumor macromolecular drug with tumor targeting property and 
little toxicity. 
     Then, I compared pharmacokinetic properties and antitumor effect of macromolecular antitumor 
drugs with different molecular weights. In previous our study, compared with poly(N-(2-
hydroxypropyl)methacrylamide) (PHPMA) conjugate with THP (39 kDa, 40P-THP), higher 
molecular weight PHPMA conjugated with THP (400 kDa, 400P-THP) showed superior tumor 
accumulation and antitumor effect. However, the toxicity of 400P-THP was also higher than that of 
40P-THP, and body weight loss of mice was observed after treatment with 400P-THP. In this study, to 
develop P-THP with little toxicity and high therapeutic efficiency, PHPMA conjugate with THP (93 
kDa, 90P-THP) was synthesized. 40P-THP and 90P-THP showed similar THP release property and 
cytotoxicity in vitro. Meanwhile 90P-THP showed prolonged blood circulation and higher tumor 
accumulation than 40P-THP. And, 90P-THP exhibited higher antitumor activity than 40P-THP, and 
eradicated tumors in 80% of the treated mice without apparent recurrence longer than 150 days after 
tumor inoculation. Importantly, it was suggested that potential toxicity of 90P-THP was lower than 
that of 400P-THP, and 90P-THP exhibited the antitumor effect without apparent adverse effect. These 
results suggest that 90P-THP appears to be a promising candidate for macromolecular antitumor drug. 
     In these studies, macromolecular antitumor drugs exhibited the EPR effect and tumor tissue 
environment based high tumor-selective properties, and then reduced the adverse effects and improved 
the antitumor activity, compared with the parent low molecular drugs. Development of 
macromolecular antitumor drugs with high tumor-selective properties is crucial for cancer treatment 
with macromolecular antitumor drugs. In addition, investigations of multiple-dose, of combination 
therapy with different macromolecular antitumor drugs and methods to enhance the EPR effect are 
important, which will lead to efficient and safety cancer therapy. The findings in this study will 
contribute to development of macromolecular antitumor drugs with high tumor-selective properties. 
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略語表 
 
本論文では以下の略語を用いる。 
 
ALT ：alanine aminotransferase 
AST ：aspartate aminotransferase 
BSA  ：bovine serum albumin 
BUN ：blood urea nitrogen 
CK ：creatine kinase 
CMC ：critical micelle concentration 
CRE ：creatine 
DFP   ：diisopropyl fluorophosphate 
DLS  ：dynamic light scattering 
DMEM ：Dulbecco’s modified Eagle Medium 
DMF ：N,N-dimethylformamide 
DMSO ：dimethyl sulfoxide 
DOX ：doxorubicin 
EPR  ：enhanced permeability and retention 
FBS  ：fetal bovine serum 
Hb ：hemoglobin  
HO-1  ：heme oxygenase-1 
HPLC  ：high performance liquid chromatography 
Hsp32  ：heat shock protein 32 
IC50 ：half maximal (50%) inhibitory concentration 
LD50 ：Lethal Dose, 50% 
LDH  ：lactate dehydrogenase 
MALDI-TOFMS ：matrix assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry 
MMP ：matrix metalloproteinase 
MTD ：maximum tolerable dose 
MTT ：3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide 
PBS ：phosphate buffered saline 
  
PDI ：polydispersity index 
PEG  ：polyethylene glycol 
PHPMA ：poly(N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide 
PMSF  ：phenylmethylsulfonylfluoride 
PP  ：protoporphyrin IX 
PPED  ：bis-diaminoethyl protoporphyrin IX 
QOL ：quality of life 
RBC ：red blood cells 
S-180  ：mouse sarcoma 180 
SDS ：sodium dodecyl sulfate 
SMA ：styrene maleic acid 
THF  ：tetrahydrofuran 
THP ：4'-O-tetrahydropyranyldoxorubicin 
TLC ：thin layer chromatography 
TNBS ：trinitrobenzenesulfonic acid 
TPCK  ：N-tosylphenylalanylchloromethylketone 
WBC ：white blood cells 
ZnPP  ：zinc protoporphyrin 
ZnPPED ：bis-diaminoethyl zinc protoporphyrin 
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第 1章 緒論 
 
がんは、多くの疾患の中でも死亡率が高く、1980 年代以降、日本人の死亡率第一位を
保っている。がんは例えば、増殖のために生体内の栄養を使い続けて患者の体力を奪い、臓
器の正常組織を圧迫して機能不全に陥れる。また全身衰弱状態（がん性悪液質、カヘキシー）
も見られる。がんの治療は主に、外科的治療、放射線療法、化学療法が用いられており、単
独または併用して行われている。 
早期に発見された場合や外科的に切除が可能な場合であれば良いが、がんの大きさや
場所によっては切除不可能な場合もある。また、外科的に切除したとしても、高度進行がん
では、すでに転移している可能性や後に再発する可能性も高い。放射線療法は、腫瘍細胞の
放射線抵抗性が低く、近くの正常臓器の耐容性が高い場合は効果的であるが、逆の場合は正
常臓器が大きなダメージを受けてしまい、治療が成り立たなくなってしまう。 
化学療法で用いられている薬物の多くは低分子の抗がん剤であり、がんの増殖、成長を
遅らせる目的や、手術可能な大きさまで小さくする目的、再発や転移の予防目的などに用い
られている。しかしながら、すべてのがんにおいて優れた治療成績が得られているとは言え
ない。多くの低分子抗がん剤は腫瘍組織への選択性が低く、点滴などにより全身投与された
後、標的の腫瘍組織だけでなく、健康な正常組織へも多く分布してしまう。低分子抗がん剤
の多くは、細胞分裂の盛んな腫瘍細胞を殺傷する作用を持つが、腫瘍細胞だけでなく正常細
胞、特に細胞分裂の盛んな正常細胞にダメージを与えてしまうことが問題となる。このよう
な腫瘍選択性の低さから、例えば骨髄抑制などの重篤な副作用が起こり、白血球や血小板の
減少が起きることが多い(1)。その他にも食欲不振、悪心、嘔吐、発熱、口内炎、脱毛といっ
た副作用もあり、がん患者の生活の質（quality of life、QOL）は大幅に低下してしまう。 
また最近では、腫瘍細胞の遺伝子などの解析が進み、腫瘍細胞に特異的に存在する特定
の酵素やタンパク質の機能を阻害する分子標的薬が数多く開発されている。しかしながら、
がんの原因が単一遺伝子のみの異常でない場合が多いことや、腫瘍細胞では夥しい変異が
起きていることなどから、期待した治療効果が得られない場合や耐性が生じる場合もある
(2,3)。また、これら分子標的薬も正常組織にダメージを与える場合が多く、例えば間質性肺
炎などの副作用が見られる(4)。このように、がんの化学療法において大きな問題となるのは
重篤な副作用であり、十分な治療効果が得られる前に投与量が制限されてしまう。 
  そこでドラッグデリバリーシステム（Drug Delivery System、DDS）の技術を用いて、低
分子抗がん剤の正常組織への分布をできるだけ減らし、腫瘍組織に選択的に集積させるこ
とが重要だと考えられる。この DDS は、生体内に投与された薬物の体内分布を制御し、必
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要な時に、必要な量を、必要な部位に送達させることで治療効果を高める一方、副作用を低
減させることが目的である。その結果、より効果的な治療と、がん患者の QOL低下を防ぐ
ことにもつながると期待できる。 
特に腫瘍組織への選択的な集積性を得る手法として、enhanced permeability and retention
（EPR）効果の利用がある(5–8)。EPR 効果は、多くの固形腫瘍において普遍的に見られる現
象で、生体親和性を有する高分子（分子量として 4万以上、サイズとして約 10 ~ 200 nm）
が、腫瘍組織に選択的に集積し、長期間留まる現象のことである。この EPR 効果は、まず
正常組織と腫瘍組織における血管構造などの違いに起因している。腫瘍組織では、腫瘍細胞
の増殖を支える栄養や酸素を確保するために、血管新生が盛んに起こっている。そして、こ
の新生血管の構造が正常血管の構造と大きく異なっている。腫瘍の新生血管の特徴として、
血管平滑筋が少ないことや血管内皮細胞の間隙が大きく開いていること（e.g. ~ 1 μm）が挙
げられ、通常では正常血管からは漏出しない高分子が漏出しやすい構造になっている。さら
にブラジキニンや一酸化窒素、プロスタグランジンなどの様々な因子が関与し、腫瘍血管の
血管透過性を亢進させている。 
これらに加えて、腫瘍組織においてはリンパ管が未発達であり、リンパ管による高分子
物質の回収機能が働いていないことから、腫瘍組織に集積した高分子が長期間留まること
になる。この EPR 効果に基づく高い腫瘍集積性を得るためには、低分子抗がん剤を高分子
化する必要がある。その高分子化抗がん剤の大きさは、腎臓排泄を受けない分子量 4万以上
であることが重要で、長時間血中に滞留することで腫瘍血管から腫瘍組織へと漏出する時
間を稼ぐ。また、高分子においても細網内皮系により捕捉されて、血中から速やかに消失し
てしまうことが報告されている(9)。つまり高分子化抗がん剤は生体に対して毒性が無く、さ
らに生体内で異物として認識されないこと、すなわち生体親和性を有することが必要であ
る。 
  本研究では、生体親和性を有するポリマーを用いて、種々の高分子化抗がん剤を作製し、
その腫瘍選択性や抗腫瘍効果に関する検討を行った。それら高分子化抗がん剤の腫瘍選択
性や抗腫瘍効果を高める手法はそれぞれ異なる。第 2章では、高分子化抗がん剤からの抗が
ん剤放出性と、その放出性が細胞取り込みおよび抗腫瘍効果に及ぼす影響に関する検討を
行った。薬物にポリエチレングリコール（PEG）を結合させる PEG 化は、薬物の体内動態
は改善するが、細胞内取り込みを阻害してしまう問題（PEGジレンマ）があることから(10,11)、
PEG 鎖結合部に異なる化学結合を有する PEG化亜鉛プロトポルフィリン（PEG-ZnPP）を用
いて、PEG 鎖がどのように切断脱離するのか、またその PEG鎖切断性が細胞内取り込みや
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抗腫瘍効果にどのように影響するのか検討した。第 3章では、アントラサイクリン系抗がん
剤ピラルビシン（THP）を用いて高分子化抗がん剤と元の低分子抗がん剤の体内動態、抗腫
瘍効果の比較検討を行った。THP の腫瘍集積性を高めるため、スチレンマレイン酸コポリ
マー（SMA）と共有結合させた高分子化抗がん剤（SMA-THP conjugate）を作製して、元の
低分子抗がん剤 THP と体内動態や抗腫瘍効果などに関して比較した。第 4 章では、分子量
の異なるポリヒドロキシプロピルメタクリルアミド（PHPMA）結合型 THP（P-THP）を用
いて、体内動態や抗腫瘍効果、毒性について比較検討した。我々の研究グループではこれま
でに、平均分子量約 4万の P-THP（40P-THP）に比べ、平均分子量約 40万の P-THP（400P-
THP）が腫瘍集積性および抗腫瘍効果において優れていることを見出しているが、毒性も強
くなってしまい、治療の際体重減少も見られた(12,13)。そこで、低毒性で高い効果を発揮する
P-THP の開発を目指して、平均分子量約 9万の P-THP（90P-THP）を作製し、体内動態や抗
腫瘍効果、毒性などを検討した。以下に本研究で得られた知見を詳述する。 
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第 2 章 PEG 化亜鉛プロトポルフィリンの PEG 鎖切断性と細胞内取り込みおよび抗腫瘍
効果に関する検討 
 
1. 背景 
  ポリエチレングリコール（polyethylene glycol、PEG）は直鎖状の高分子化合物であり、
低毒性で軟膏や坐剤の基剤としても古くより医薬品に用いられている。この PEG をタンパ
ク質製剤や酵素、またはその他の薬物に結合させることを PEG 化と言い、タンパク質の抗
原性の低下や難水溶性薬物の可溶化などに加えて、薬物の血中滞留性を向上させることが
大きな目的である(14–16)。PEG は薬物の表面に水和層を形成し、血漿タンパク質の吸着や細
網内皮系による捕捉を抑制し、いわゆるステルス効果をもたらす(17,18)。臨床では、ウイルス
性肝炎に用いられる PEG 化インターフェロン α や、リンパ性白血病治療薬として用いられ
ている PEG 化 L-アスパラギナーゼ、その他 PEG 化アデノシンデアミナーゼなどが実用化
されている(19,20)。 
また低分子抗がん剤は、PEG化によって高分子化（e.g. > 40 kDa）されることで、EPR
効果に基づく高い腫瘍集積性が得られる(5,16)。しかしながら、PEG化は元の薬物の血中滞留
性や腫瘍集積性といった体内動態は向上させるものの、場合によっては治療効果を妨げる
ことが報告されており、この問題は PEGジレンマと呼ばれる（Fig. 1A）(10,11)。この原因は、
PEG によって形成された水和層が、標的細胞の細胞膜との相互作用を抑制するなどして標
的細胞への取り込みを阻害するためと考えられている。 
  この PEG ジレンマを解決するために、標的部位（腫瘍部位）で PEG化薬物から PEG 鎖
を切断離脱させることにより、細胞内への取り込みを改善しようとする研究が行われてい
る（Fig. 1B）。例えば、マトリックスメタロプロテアーゼ（matrix metalloproteinase、MMP）
やカテプシン B などのプロテアーゼなどに切断されるペプチド、または酸性環境で切断さ
れるヒドラゾン結合を PEG 鎖結合部に導入する研究などが報告されている(11,21–24)。 
その他の PEG 化の問題としては、PEG に対する IgM 抗体が産生されることにより、2
回目以降の投与では血中から速やかに消失してしまうことが知られている (25)。これは
accelerated blood clearance（ABC）現象と呼ばれているが(25,26)、抗がん剤を内包した PEG 化
リポソームでは ABC 現象が起こらないことも報告されている(27)。また PEG の代わりに、
例えばポリビニルピロリドンやポリグリセロールを用いると、ABC 現象が誘導されないこ
とも報告されている(28,29)。 
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Figure 1. (A) The problem of pegylation called as PEG dilemma and (B) the strategy 
to overcome PEG dilemma. Pegylated drug micelles are shown as a pegylated 
macromolecular drug example. 
 
  亜鉛プロトポルフィリン（zinc protoporphyrin、ZnPP）は、ヘム酸化酵素（heme oxygenase-
1、HO-1あるいは heat shock protein 32、Hsp32）を阻害し、抗腫瘍効果を発揮する(30)。HO-
1 は、ヘム代謝に関わる律速酵素であり、ヘムからビリベルジン、一酸化炭素（CO）、遊離
鉄を産生し、ビリベルジンはさらにビリベルジン還元酵素の作用により、ビリルビンへと代
謝される。ヘム代謝副産物のビリルビンや CO は、抗酸化作用や抗アポトーシス作用を有
し、細胞を酸化ストレスから保護する役割を担う(31)。また腫瘍細胞では、HO-1が高発現し
ている一方で、活性酸素を消去するカタラーゼ、グルタチオンペルオキシダーゼ、スーパー
オキシドジスムターゼなどの発現が抑制されていることが知られている(30–33)。よって、HO-
1 は腫瘍組織において重要な防御因子として機能し、腫瘍の増殖や生存に関して重要な役割
を果たしている(31,33)。また ZnPP は、例えばがん遺伝子（bcr/abl）の制御などその他のメカ
ニズムによっても抗腫瘍効果を発揮することが報告されている(34,35)。 
  ZnPP は難水溶性であるが、我々の研究グループでは PEG 化によって高い水溶性を獲得
することに成功している(36)。また、この PEG化 ZnPP（PEG-ZnPP）が水溶液中で 200 nm以
上の粒子として存在することを報告しており、水溶液中で多数の結合体分子が集まった会
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合体を形成し、高分子として挙動できると考えられる。その結果、担がんマウスに静脈投与
すると、EPR効果に基づき選択的に腫瘍に集積し、PEG 化前の free ZnPP より高い腫瘍集積
性を示すことを明らかにしている(37,38)。ところが細胞内取り込みに関しては、free ZnPP と
比べて低いことが分かり、他の PEG化薬物と同様に PEGジレンマに直面した(39,40)。培養細
胞を用いた検討から、PEG-ZnPP の PEG 鎖が細胞外または細胞内で切断脱離することが分
かっている(39)。しかしながら、PEG鎖がどのように切断されるのか、またその PEG 鎖の切
断脱離が細胞内取り込みや抗腫瘍活性にどのように影響するかについては未だ分かってい
ない。 
これまでに我々の研究グループでは、PEG 鎖結合部に異なる化学結合を有する 2 種類
の PEG-ZnPP、すなわち PEG 鎖結合部にエステル結合（es）を持つ esPEG-ZnPP、あるいは
エーテル結合（et）を持つ etPEG-ZnPP を合成している。そこで、この 2 種類の PEG-ZnPP
について、生体内での PEG 鎖の切断性および細胞内取り込みや抗腫瘍活性の比較検討を行
い、PEG 鎖切断メカニズムや PEG 鎖切断の重要性について検討することとした。 
  本検討では、種々の動物血漿や腫瘍組織のホモジネートを用いて、PEG-ZnPP の血中で
の安定性や腫瘍部位での PEG 鎖切断性をそれぞれ検討し、培養細胞を用いて細胞内取り込
みや細胞毒性を評価した。続いて、担がんマウスに静脈投与して抗腫瘍効果の評価、そして
体内分布や生体内での PEG 鎖切断性の検討を行った。 
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2. 実験材料および実験方法 
 
2.1. 実験材料 
  Protoporphyrin IX（PP）、 leupeptin、hemin（以上、Sigma Aldrich Chemical）、Zinc 
protoporphyrin IX（ZnPP）（Frontier Scientific）、エステルタイプ PEG（ME-20CS, 平均分子量
2322）、エーテルタイプ PEG（ME-20AS、平均分子量 2280）（以上、NOF Corporation）、ト
リエチルアミン、クロロギ酸エチル、エチレンジアミン、酢酸亜鉛、無水コハク酸、テトラ
ヒドロフラン（THF）、クロロホルム、ジメチルスルホキシド（DMSO）、メタノール、RPMI 
1640、Dulbecco's Modified Eagle Medium（DMEM）、ペニシリン G、ストレプトマイシン、
diisopropylfluorophosphate （ DFP ）、 phenylmethylsulfonylfluoride （ PMSF ）、 N-tosyl-L-
phenylalaninechloromethyl ketone（TPCK）、iodoacetamide、N-acetylcysteine、β-Nicotinamide-
adenine dinucleotide phosphate（β-NADPH）（以上、Wako Pure Chemical）、トリフルオロ酢酸
（Nacalai Tesque）、ジスラノール（Bruker Daltonics）、ウシ胎児血清（FBS）（GIBCO）、3-(4,5-
dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide （ MTT ）（ Dojindo Chemical 
Laboratories）、ヒト大腸がん組織（高分化度腺がん）（国立病院機構 熊本医療センターより
提供いただき、本研究での使用に関して同センターの倫理委員会にて承認いただいた）。そ
の他の試薬類は、市販の特級品を用いた。 
 
2.2. esPEG-ZnPP および etPEG-ZnPPの合成 
 
2.2.1. Bis-diaminoethyl protoporphyrin (PPED)の合成 
  PP の PEG 化を行うために、まず PP とエチレンジアミンを結合させた PPED を合成し
た。100 mg の PP を、モレキュラーシーブ（Nacalai Tesque）で一晩乾燥させた 20 mLの THF
に懸濁溶解させ、遮光下、マグネチックスターラーを用いて撹拌しながら 0.25 mLのトリエ
チルアミンを滴下により加えた。その反応溶液に、あらかじめ 0 ºC に冷やした 0.34 mL の
クロロギ酸エチルを約 10 分間かけてゆっくりと加え、氷上で 20 分間反応させ、さらに室
温（25℃）で 10分間反応させた。薄層クロマトグラフィー（TLC）〔プレート：シリカゲル
60 F254（MERCK）、展開溶媒：クロロホルム/メタノール = 9/1（v/v）〕により確認後 （Rf値：
0.9のスポット）、ろ過（ろ紙：No.5C 直径 150 mm（ADVANTEC））し、不溶成分を除去し
た。ろ液を回収し、ロータリーエバポレーターを用いて、減圧下、50℃の温浴で THF およ
び未反応のクロロギ酸エチルを除去し、プロトポルフィリン活性エステルを得た。これに 20 
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mLの THFを加え、完全に溶解させた。アルミホイルで遮光したナス型フラスコに、あらか
じめ 2.4 mLのエチレンジアミンを入れ、撹拌下に、プロトポルフィリン活性エステル THF
溶液を滴下により 5分間かけてゆっくりと加えた。その後すり合わせガラス栓で密栓し、室
温（25 ºC）で 15分間反応させた。反応の終点は、TLC（Rf値: 0（原点）（ただし、色は暗
褐色））、および HPLC（保持時間: 6.3分）により確認した。確認後、ロータリーエバポレー
ターを用いて減圧下、40 ºC の温浴で THF を除去した。得られた生成物に、室温の 40 mL
の蒸留水を加え懸濁液とし、それを遠心沈澱（8,000 g、5分）により洗浄した。この操作を
上清が肉眼的にほぼ無色になるまで 5 回繰り返し行った。この沈澱物に 10 mL の蒸留水を
加え、再懸濁後、凍結乾燥（VD-800F、TAITEC）し、未精製の PPEDを得た。 
 次に PPED の精製を行った。100 mg の未精製の PPED に 100 mL のクロロホルムを加
え、70 ºC の温浴にて完全に溶解させ、50 g の活性アルミナ（Wako Pure Chemical）を加え
た。撹拌し静置後、上清（無色～淡桃色）を除いた。次いで 50 mLのクロロホルム/エチレ
ンジアミン=99.8/0.2（v/v）を加え、撹拌し静置後、上清（淡桃色）を除いた。この操作を 5
回繰り返し行った。その後 50 mLのクロロホルム/エチレンジアミン＝95/5（v/v）を加え撹
拌し静置後、上清（濃赤色）を回収した。この操作を上清が淡桃色になるまで 4回繰り返し
行った。回収した上清をろ過し、不溶成分を除去した。ロータリーエバポレーターで減圧下、
40 ºC の温浴でクロロホルムを除去したのち、氷冷した 100 mL の蒸留水を加え、精製した
PPED を遠心操作（8,000 g、4 ºC、5 分）にて沈殿させ回収した。この操作をさらに 2 回繰
り返し行った。次いで 10 mLの蒸留水を加え懸濁後、凍結乾燥を行い、精製された PPEDを
得た。 
 
2.2.2. PEG-ZnPP の合成：PEG化 PP（PEG-PP）の合成および亜鉛キレート化 
  アルミホイルで遮光したナス型フラスコに 5 mg の PPED を入れ、モレキュラーシーブ
により乾燥脱水したクロロホルムを 20 mL 加え、マグネチックスターラーにより撹拌し溶
解させた。esPEG-ZnPP（Fig. 2A）を合成するために、54 mg のエステルタイプ PEG（ME-
020CS）を 3回（18 mg/回）に分けて 30分間隔で PPED 溶液に加え、すり合わせガラス栓で
密栓し、室温（25 ºC）で 4時間反応させた。4時間後、反応溶液に 0.5 mLのメタノールを
加え、あらかじめクロロホルムで平衡化した 3 g の活性アルミナカラム〔直径 2.5 cm、高さ
0.5 cm〕に通し、溶出画分を回収した。回収した約 20 mLの画分に氷冷した蒸留水を加え、
分液ロートにて分配後、クロロホルム層を回収した。再度分液ロートにクロロホルムを加え、
この操作を 5回繰り返し行った。回収後、ロータリーエバポレーターを用いて減圧下、40 ºC
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の温浴でクロロホルムを除去したのち、得られた生成物を 10 mL の蒸留水で溶解させ凍結
乾燥し、esPEG-PP を得た。 
  次に亜鉛をキレートさせるため、100 mgの esPEG-PPをアルミホイルで遮光した 100 mL
のナス型フラスコに入れ、20 mLのクロロホルムを加えてマグネチックスターラーにより撹
拌して溶解させ、360 mg の酢酸亜鉛を加えた。すり合わせガラス栓で密栓し、室温（25 ºC）
で 1 時間反応させた。紫外可視吸収スペクトル測定（U-3900、Hitachi）により、409 nm の
吸収極大が 422 nmにシフトすることを確認した後、ロータリーエバポレーターを用いて減
圧下、40 ºC の温浴でクロロホルムを除去し、得られた生成物に蒸留水を加え完全に溶解さ
せた。10 kDa cut offフィルターを装着した限外ろ過（Labscale Tangential Flow Filtration System、
Millipore）を用い、過剰の酢酸亜鉛を除去後、凍結乾燥により esPEG-ZnPP を得た。 
  etPEG-ZnPP（Fig. 2B）合成の際は、エステルタイプ PEG（ME-020CS）の代わりにエー
テルタイプ PEG（ME-020AS）を用いて上記と同様の方法で合成を行った。 
 
2.3. Bis-diaminoethyl zinc protoporphyrin (ZnPPED)および succinyl ZnPPEDs (mono- and bis-
succinyl ZnPPED)の合成 
  ZnPPED（Fig. 7B）を合成するため、アルミホイルで遮光した 100 mL のナス型フラス
コに 5 mg の PPED を入れ、モレキュラーシーブにより乾燥脱水したクロロホルムを 20 mL
加え、マグネチックスターラーにより撹拌し溶解させ、15 mg の酢酸亜鉛を加えた。すり合
わせガラス栓で密栓し、室温（25 ºC）で 2 時間反応させた。紫外可視吸収スペクトルによ
り、409 nmの吸収極大が 422 nmにシフトすることを確認した後、ロータリーエバポレータ
ーを用いて減圧下、40 ºCの温浴でクロロホルムを除去し、得られた生成物に 20 mLの氷冷
した蒸留水を加え、ZnPPEDを遠心操作（8,000 g、4 ºC、5分）にて沈殿させ回収した。こ
の操作をさらに 5 回繰り返し行った。次いで 10 mL の蒸留水を加え懸濁後、凍結乾燥を行
い、ZnPPED を得た。 
  Succinyl ZnPPEDs（Fig. 7C、D）を合成するため、アルミホイルで遮光した 100 mLのナ
ス型フラスコに 5 mg の ZnPPED を入れ、モレキュラーシーブにより乾燥脱水した THF を
20 mL加えた。マグネチックスターラーにより撹拌し溶解させ、そこに 7 mg の無水コハク
酸を加え、すり合わせガラス栓で密栓し、室温（25 ºC）で 5時間反応させた。 
 
2.4. 動的光散乱測定（dynamic light scattering; DLS） 
  PEG-ZnPP をリン酸緩衝生理食塩水（PBS、pH 7.4）に溶解させ、孔径 0.45 μmのシリン
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ジフィルター（Advantec）を通したのち、大塚電子（株）製の DLS-7000HLs を使用し、光
源 Laser（He-Ne）：632.8nm、angle (°)：90.0°、積算回数：200、温度は 25 ºCで測定を行った。
Maequardt法にて解析を行い、粒子径を計測した。 
 
2.5. 高速液体クロマトグラフィー（HPLC） 
  HPLC は日本分光株式会社（JASCO）製の HPLC ポンプ PU-2080、紫外可視吸光度検出
器 UV-2075（インテグレーターへの出力スケールは 1 V/1.0 AU）、およびインテグレーター
807-IT integrator（パラメーター設定：ATTENUATION: 32 mV F. S.; CHART SPEED: 5 mm/min; 
MIN WIDTH: 0.10 min; MIN HEIGHT: 100 μV; MIN AREA: 100 μV; DRIFT; 0 μV/min; DOUBLE 
WIDTH TIME; 0 min; NOISE LEVEL: 10 μV）を使用し、カラムは Asahipak GF-310 HQ column 
(7.5 × 300 mm)（Showa denko）、プレフィルターは Asahipak GF-1G 7B (7.5 × 50 mm)（Showa 
denko）を使用した。分離溶媒は DMSO/メタノール= 30/70に、10 μL/Lになるようにトリフ
ルオロ酢酸を添加したものを使用し、流速は 0.8 mL/min、溶出物は 415 nmにおける吸光度
を利用し検出した。サンプル注入量は 20 μL である。PEG-ZnPP や PEG 鎖切断物の定量に
は、各ピークの面積値を利用し、全ピークの面積値合計に対する各ピーク面積値の割合（％）
を算出した。 
 
2.6. MALDI-TOF MS 
  PEG-ZnPP および PEG-ZnPP の PEG 鎖切断物の解析のため、MALDI-TOF MS による分
子量測定を行った。MALDI-TOF MSは Bruker Daltonics社製の Autoflex ІІ TOF/TOFを使用
した。 
  THFに溶解させた PEG-ZnPP（100 μg/mL）10 µLとジスラノール（10 mg/mL）10 µLを
よく混合し、その 1 µLをターゲットプレート（MTP 384 target plate ground steel T F、Bruker 
Daltonics）上に乗せ、室温で乾燥させて混合薄膜を形成させた。マススペクトルは測定用ソ
フトウェア flexControl（Bruker Daltonics）を用いて測定した（パラメーター設定：method: 
reflector positive mode; shots: 200; frequency: 100; laser power: 10-30%）。マススペクトルの解析
はデータ処理用ソフトウェア flexAnalysis（Bruker Daltonics）を用いた。 
  PEG 鎖切断物は、HPLC を用いて各ピーク分画を約 5 mL回収し、ロータリーエバポレ
ーターにて減圧下、40 ºCの温浴でメタノールを除去し、10 mLの蒸留水を加えたのち凍結
乾燥を行った。得られた粉末を 20 μLの THFで溶解させ、THFに溶解させたジスラノール
（10 mg/mL）10 µLとよく混合し、その 1 µLをターゲットプレート（MTP 384 target plate 
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ground steel T F、Bruker Daltonics）上に乗せ、室温で乾燥させて混合薄膜を形成させた。マ
ススペクトルは測定用ソフトウェア flexControl を用いて測定した（パラメーター設定：
method: reflector positive mode; shots: 200; frequency: 100; laser power: 10-30%）。マススペクト
ルの解析はデータ処理用ソフトウェア flexAnalysis を用いた。 
 
2.7. PEG-ZnPPの安定性／PEG鎖切断性試験（in vitro）：血漿、腫瘍組織ホモジネート、正
常組織ホモジネートを用いた処理 
  血中での PEG-ZnPP の安定性を評価するために、esPEG-ZnPP または etPEG-ZnPP（最終
濃度 1 mg/mL）を、10%動物血漿（ヒト、ウサギ、マウス、ラット）を含む PBS（pH 7.4）
に溶解させ 37 ºCにて一定時間静置し、HPLC解析を行った。esPEG-ZnPP では、エステラー
ゼ／セリンプロテアーゼ阻害剤の diisopropyl fluorophosphate（DFP）（1 mM）を加えた場合
も同様の処理を行った。DFP は PBS（pH 7.4）で希釈して用いた。一定時間静置後、10 µL
取り 1 mLの HPLC の分離溶媒に加え、遠心分離後（10,000 g、10分）、上清を回収し、HPLC
測定を行った。 
  腫瘍組織内での PEG-ZnPP の PEG 鎖切断性を評価するために、腫瘍ホモジネート（マ
ウス肉腫 S-180、ヒト大腸がん）の上清を用いた。上清は、腫瘍組織をホモジネートしたの
ち、遠心分離後（10,000 g、4 ºC、20分）回収したものを用いた。esPEG-ZnPPまたは etPEG-
ZnPP（最終濃度 1 mg/mL）を、腫瘍ホモジネート上清（タンパク質として 2または 5 mg/mL）
を含むリン酸緩衝液（pH 6.2）に溶解させ、37 ºC にて一定時間静置し、HPLC 解析を行っ
た。タンパク質濃度は bicinchoninic acid（BCA）法を用いて測定した。S-180 ホモジネート
上清（タンパク質として 5 mg/mL）処理時、esPEG-ZnPP では、プロテアーゼ阻害剤の N-
tosylphenylalanylchloromethylketone（TPCK）（1 mM）、phenylmethylsulfonylfluoride（PMSF）
（1 mM）、leupeptin（10 μg/mL）、または iodoacetamide（1 mM）を加えた場合も同様の処理
を行った。TPCKはエタノール、PMSFはDMSOに溶解させて用いたが、エタノールやDMSO
の最終濃度は 0.1%になるようにした。Leupeptin および iodoacetamide はリン酸緩衝液（pH 
6.2）に溶解させて用いた。ヒト大腸がんホモジネート上清（タンパク質として 5 mg/mL）処
理時、esPEG-ZnPP では N-acetylcysteine (100 μM または 1 mM) を加えた場合も同様の処理
を行った。N-acetylcysteine はリン酸緩衝液（pH 6.2）に溶解させて用いた。一定時間静置後、
10 µL取り 1 mLの HPLC の分離溶媒に加え、遠心分離後（10,000 g、10分）、上清を回収し、
HPLC 測定を行った。 
  正常組織内での esPEG-ZnPP の PEG 鎖切断性を評価するために、esPEG-ZnPP（最終濃
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度 1 mg/mL）を、マウス正常組織ホモジネート（脾臓、腎臓、肝臓）の上清（タンパク質と
して 2 mg/mL）、またはヒト正常大腸組織ホモジネートの上清（タンパク質として 5 mg/mL）
を含む PBS（pH 7.4）に溶解させ 37 ºCにて静置した。一定時間静置後、10 µL取り 1 mLの
HPLC の分離溶媒に加え、遠心分離後（10,000 g、10分）、上清を回収し、HPLC 測定を行っ
た。 
 
2.8. 細胞培養 
  細胞培養に用いた器具は全てオートクレーブ、乾熱滅菌、あるいは電子線滅菌済みのも
のを使用し、溶液類の調製、希釈には滅菌した PBS（pH 7.4）を使用した。全ての操作はク
リーンベンチ内で無菌的に行った。 
  ヒト慢性骨髄性白血病細胞（K562細胞）は、細胞培養ディッシュ（φ = 100 mm、Corning）
にて、非働化した 10 % FBS および抗生物質（ペニシリンＧ 100 unit/mL、ストレプトマイシ
ン 100 μg/mL）を添加した RPMI1640 を用いて、5% CO2/95% Air、37 °Cで静置培養した。
3 ~ 4日毎に、細胞を遠心操作（800 rpm、5分）で回収し、10倍希釈になるように継代を行
った。 
  ヒト食道扁平上皮がん細胞（KYSE150 細胞、愛知県がんセンター研究所 組本博司博
士より供給いただいた）およびヒト大腸がん細胞（HT-29細胞）は、細胞培養ディッシュ（φ 
= 100 mm）にて、10 % FBS および抗生物質（ペニシリン G 100 unit/mL、ストレプトマイシ
ン 100 μg/mL）を添加した DMEMを用いて、K562 細胞と同条件で培養した。3 ~ 4日毎に、
0.25% トリプシン処理により細胞をディッシュから剥離し、細胞を遠心操作（800 rpm、5分）
で回収し、10倍希釈になるように継代を行った。 
 
2.9. 細胞内取り込み試験 
  K562細胞を 12 ウェルプレート（ウェルの直径 φ = 22.1 mm、Corning）に 5 × 105 cells/well
になるように播種し、一晩培養後に、最終濃度が 20 μM（ZnPP 当量）になるように esPEG-
ZnPP、etPEG-ZnPP、free ZnPP、または ZnPPED を加えた。esPEG-ZnPP と etPEG-ZnPP は PBS
（pH 7.4）に、free ZnPPと ZnPPED は DMSOに溶解させた。DMSOの最終濃度は 0.5%であ
る。一定時間培養後、細胞を遠心操作（800 rpm、5分）で回収し、室温の PBS（pH 7.4）で
3 回洗浄した。その後、フローサイトメトリー（FACSCalibur、Nippon Becton Dickinson）で
細胞内に取り込まれた ZnPP 由来の蛍光強度を測定した（励起波長 488 nm、蛍光波長 FL2
（585 nm ± 21 nm））。 
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  HT-29 細胞を上記と同様に播種し、一晩培養後に、最終濃度が 20 μM（ZnPP 当量）に
なるように esPEG-ZnPP、etPEG-ZnPP、free ZnPP、または ZnPPED を加えた。一定時間培養
後、培地を除去し、細胞を室温の PBS（pH 7.4）で 2回洗浄し、0.25% トリプシンで剥離さ
せ、遠心操作（800 rpm、5分）で回収した。得られた細胞ペレットに 1 mLのメタノールを
加え、超音波処理（30 W, 30 s, Hielscher）で細胞を破砕した。遠心操作（10,000 g、10分）
後、上清を回収し、蛍光分光光度計（FP-6600、JASCO）で ZnPP 由来の蛍光を測定した（励
起波長 420 nm、蛍光波長 590 nm）。 
 
2.10. 共焦点レーザー顕微鏡試験 
  フェノールレッド不含の DMEM を用いて、KYSE150 細胞をガラスボトムディッシュ
（φ = 35 mm、松浪硝子工業（株））に 2 × 105 cellsの細胞密度で播種し、一晩培養後に、最
終濃度が 30 μM（ZnPP 当量）になるように esPEG-ZnPP、etPEG-ZnPP、free ZnPP、または
ZnPPED を加えた。一定時間培養後、共焦点レーザー顕微鏡（Eclipse TE2000-E、Nikon）を
用いて、細胞内の ZnPP 由来の蛍光像を観察した（励起波長 488 nm、蛍光波長 565–615 nm）。 
 
2.11. 細胞毒性試験 
  K562細胞または HT-29細胞を 96ウェル平底プレート（Corning）に 3000 cells/wellにな
るように播種し、一晩培養後に、esPEG-ZnPP、etPEG-ZnPP、free ZnPP、または ZnPPEDを
加えた。72時間後に MTT法により細胞生存率を測定した。生細胞により生成されたホルマ
ザン色素は DMSO で溶解させ、マイクロプレートリーダー（Infinite M200 PRO、Tecan）を
用いて 570 nmの吸光度を測定した。 
 
2.12. 担がんマウスの作製 
  すべての動物実験は、崇城大学動物実験委員会および崇城大学における動物実験に関
する指針の下、行った。 
  S-180細胞は ddYマウス（雄性）（九動より購入）の腹腔内に投与し、およそ 7 ~ 10日
毎に継代培養したものを使用した。S-180担がんマウスは、生理食塩水にて 2 × 107 cells/mL
に調整した S-180 細胞懸濁液を、ddYマウス（雄性、6週齢）の背部の左右各 1か所（合計
2 か所）に、0.1 mL（2 × 106 cells）ずつ皮下注射することで作製した。 
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2.13. 抗腫瘍効果試験 
腫瘍の直径がおよそ 4 ~ 6 mmになった S-180担がんマウスに、15 mg/kg（ZnPP 当量）
の各 PEG-ZnPP を尾静脈投与し、試験期間中の腫瘍体積および体重を測定した。腫瘍体積は
ノギスを用いて長径 mm（L）、短径 mm（W）を測定し、計算式〔腫瘍体積（mm3）＝W2 × 
L / 2〕により算出した。 
 
2.14. PEG-ZnPP の体内動態および PEG鎖切断性試験（in vivo） 
  腫瘍の直径がおよそ 10 mmになった S-180 担がんマウスに、40 mg/kg（ZnPP 当量）の
各 PEG-ZnPP を静脈投与し、24時間後にジエチルエーテル麻酔により安楽死させ、約 15 mL
の生理食塩水で灌流後、各臓器を摘出した。各臓器を秤量し、臓器 100 mg あたりに、500 μL
の HPLCの分離溶媒を加えた。氷中にてホモジナイザーで組織を破砕し、遠心分離後（10,000 
g, 10分）、上清を回収し、HPLC 測定を行った。 
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3. 実験結果 
 
3.1. esPEG-ZnPP および etPEG-ZnPPの合成 
Figure 2 に esPEG-ZnPP および etPEG-ZnPP の合成スキームを示した。本研究では、ま
ず PP にエチレンジアミンを結合させた PPEDを合成した。その PPED に、N-ヒドロキシス
クシンイミド（NHS）エステルで活性化されたエステルタイプ（es）PEGまたはエーテルタ
イプ（et）PEGを結合させて esPEG-PP または etPEG-PP を合成し、最後に PP 部分に亜鉛を
キレートさせて esPEG-ZnPP または etPEG-ZnPP を作製した。紫外可視吸収スペクトル測定
により、PP の吸収極大が 409 nmから 422 nmにシフトしていたことから亜鉛がキレートさ
れたことが確認できた（Fig. 3A、B）。HPLC 解析により、esPEG-ZnPP および etPEG-ZnPP 共
に、それぞれ溶出時間 7.5 分に単独のピークが得られた（Fig. 3C、D）。また、ZnPP の 422 
nmにおける吸光度に基づき作成した検量線から、PEG-ZnPP の ZnPP 含量は esPEG-ZnPP と
etPEG-ZnPP 共に約 10%（wt/wt）であると算出された。PEG-ZnPP 中の ZnPP 含有量は、理
論値で約 12%（wt/wt）であり、ほぼ理論値通り高い純度で両 PEG-ZnPP を合成できたと考
えられ、本検討ではこれらを用いた。 
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Figure 2. Synthesis of (A) esPEG-ZnPP and (B) etPEG-ZnPP. 
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Figure 3. UV-VIS absorption spectra and HPLC analyses of esPEG-ZnPP and etPEG-
ZnPP. UV-VIS absorption spectra of (A) esPEG-PP and esPEG-ZnPP or (B) etPEG-PP 
and etPEG-ZnPP. HPLC analysis of (C) esPEG-ZnPP or (D) etPEG-ZnPP. 
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3.2. PEG-ZnPPの PEG鎖切断物の分離検出 
  本検討において PEG-ZnPP の PEG鎖切断性は、PEG鎖が切断脱離した生成物（PEG鎖
切断物）を HPLC で分離検出することで行った。PEG-ZnPP（Fig. 4A-i、peak 1）を動物血漿
あるいは腫瘍ホモジネート上清とインキュベーションすると、溶出時間 8.3分、11.2分、11.8
分、12.8分の 4つのピークが検出された（Fig. 4A-ii、peak 2-5）。 
HPLC 測定法の正確性や再現性の検討は、S-180 ホモジネート上清（タンパク質として
5 mg/mL）を含む 50 mM リン酸緩衝液（pH 6.2）中で 72時間インキュベーションした esPEG-
ZnPP を用いて行った。各ピーク溶出時間の相対標準偏差（relative standard deviations、%RSD）
は 0.1%未満（Table 1）、各ピーク面積値の%RSDは 3.7%未満であった（Table 2）。さらに全
ピーク（peak 1 - 5）の面積値合計は、インキュベーション前とインキュベーション後（72時
間後）で有意な差は見られなかった（Table 3）。これらの結果から、この HPLC による解析
方法の再現性や信頼性に大きな問題はないと考えられる。 
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Figure. 4. Analyses of PEG-ZnPP by HPLC after treatment with blood plasma or with 
supernatant of tumor homogenates. (A) The peak of intact PEG-ZnPP, the original 
sample (A-i), and peaks of the cleavage products after incubation of esPEG-ZnPP with 
10% mouse blood plasma for 6 h (A-ii). Similar results were obtained for cleavage 
products of esPEG-ZnPP incubated with supernatant of mouse and human tumor 
homogenates. (B) Peaks of standards: free ZnPP, ZnPPED, and succinyl ZnPPEDs 
(mono- and bis-succinyl ZnPPED, synthesized), measured by using HPLC. The 
different concentrations of the compounds were analyzed by HPLC. 
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Table 1. Average, SD, and %RSD for retention time of each peak at 72 h after incubation of 
esPEG-ZnPP with supernatant of S-180 tumor homogenates (final conc.: 5 mg/mL protein). 
 Peak 1 Peak 2 Peak 3 Peak 4 Peak 5 
Average 7.536 8.325 11.175 11.761 12.789 
SD 0.005196 0.008 0.008 0.005196 0.005196 
%RSD 0.068951 0.096096 0.071588 0.044181 0.04063 
 
Table 2. Average, SD, and %RSD for peak area of each peak at 72 h after incubation of esPEG-
ZnPP with supernatant of S-180 tumor homogenates (final conc.: 5 mg/mL protein). 
 Peak 1 Peak 2 Peak 3 Peak 4 Peak 5 
Average 34842.67 86364.67 51290.33 78296.33 55772.67 
SD 1284.869 2983.864 735.5986 641.1375 1979.071 
%RSD 3.687632 3.454959 1.434186 0.81886 3.54846 
 
Table 3. Average, SD, and %RSD for total of peak area of all peaks at 72 h after incubation of 
esPEG-ZnPP with supernatant of S-180 tumor homogenates (final conc.: 5 mg/mL protein). 
 0 h 72 h 
Average 309975.7 306566.7 
SD 3929.408 3260.975 
%RSD 1.267651 1.063708 
 
3.3. 各 PEG鎖切断物の構造推定 
各ピークはそれぞれ分離回収し、MALDI-TOFMS を用いて分子量の測定や、合成した
候補化合物の HPLC 解析を行うことで、各 PEG 鎖切断物の構造を推定した。 
 
3.3.1. peak 2 の解析 
MALDI-TOFMS による分子量測定により、元の完全な PEG-ZnPP（peak 1）は平均分子
量約 5,000であるが（Fig. 5A）、peak 2は約 3,000の平均分子量を持っていることが分かった
（Fig. 5B）。この peak 2は、esPEG-ZnPP のみからしか生成されなかった（cf. Fig. 8）。これ
らのことから、peak 2 はエステル結合が切断され、平均分子量約 2,000 の PEG 鎖が 1 本脱
離した 1本鎖 esPEG-ZnPP であると推定された。また DLS を用いて、PBS（pH 7.4）中での
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1 本鎖 esPEG-ZnPP の平均粒子径を測定した結果、平均粒子径約 170 nm の単一のピークが
検出され（Fig. 6B）、元の完全な 2 本鎖の PEG-ZnPP（平均粒子径約 260 nm、Fig. 6A）と同
様に高分子として挙動できることが示唆された。 
 
Figure 5. MALDI-TOF MS analyses of intact esPEG-ZnPP and cleavage products. 
MALDI-TOF MS analyses were performed with dithranol matrix. Mass spectra of (A) 
intact esPEG-ZnPP (peak 1), (B) peak 2, (C) peak 3, (D) peak 4, and (E) peak 5. 
 
 
Figure 6.  Hydrodynamic diameter of (A) intact esPEG-ZnPP and (B) mono esPEG-
ZnPP were measured by DLS in PBS (pH 7.4). 
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3.3.2. peak 3、4、5の解析 
  MALDI-TOFMS による分子量測定では、PEG 鎖結合部のエステル結合やアミド結合が
切断された PEG 鎖切断物に相当する分子量ピークは検出されなかったが、分子量 1,000 以
上のピークも検出されなかった（Fig. 5C、D、E）。続いて、PEG鎖切断物の候補化合物（Fig. 
7）を合成し、HPLC 解析にて溶出時間の比較検討を行った。合成した候補化合物の溶出時
間は、free ZnPP（Fig. 7A）が 12.8分、ZnPPED（Fig. 7B）が 6.5分、succinyl ZnPPEDs（Fig. 
7C、D）が 11.2分と 11.8分であった。これらを Figure 4A-iiの各ピークと比較すると、peak 
3、4は、succinyl ZnPPEDsと一致し、peak 5は free ZnPP と一致した。以上のことから、peak 
3、4、5は PEG 鎖と ZnPP 間の化学結合が切断され、PEG鎖が 2本とも完全に脱離した生成
物であると考えられた。 
 
Figure 7. Structures of (A) free ZnPP, (B) ZnPPED, (C) mono-succinyl ZnPPED, and 
(D) bis-succinyl ZnPPED. 
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3.4. 血漿中での esPEG-ZnPPおよび etPEG-ZnPP の安定性 
  PEG 化抗がん剤において、投与後 EPR 効果による高い腫瘍集積性を得るには、血中で
安定であり高分子として挙動できることが重要である。そこで血中での PEG-ZnPP の安定
性について検討するために、esPEG-ZnPP および etPEG-ZnPP をそれぞれ PBS（pH 7.4）に溶
解させ、種々の動物血漿（ヒト、ウサギ、ラットおよびマウス）を 10%になるように加え、
37 ºC でインキュベーションし、経時的に HPLC による解析を行った。PEG-ZnPP において、
元の 2本鎖 PEG-ZnPP（peak 1）と 1本鎖 PEG-ZnPP（peak 2）は PEG鎖結合体であり、高分
子として挙動できることが重要であるため、本研究では安定性の評価指標として、インキュ
ベーション後の peak 1 と peak 2 の変化を用いた。Figure 8A に esPEG-ZnPP および etPEG-
ZnPP の peak 1 の変化を示した。まず、esPEG-ZnPP においては、インキュベーション時間
経過と共に peak 1 の減少が見られ、その減少はマウスやラットで速く、ヒトやウサギでは
遅かった。一方、etPEG-ZnPP ではインキュベーション後も peak 1の変化が見られず、元の
2 本鎖 PEG-ZnPP のままであった。次に Figure 8B に示した esPEG-ZnPP の peak 2 の変化を
見ると、インキュベーション開始後 peak 2 が生成されたが、後に減少した。またマウスや
ラットと比べ、ヒトやウサギでは peak 2の減少が遅く、24時間後の時点では約 8倍量の peak 
2 が残り、48時間後の時点では 5 ~ 6倍量の peak 2が残っていた。 
 
Figure 8. Stability of esPEG-ZnPP and etPEG-ZnPP in 10% blood plasma from 
different species at pH 7.4, 37 ºC, analyzed by HPLC. (A) Changes in peak 1 for esPEG-
ZnPP and etPEG–ZnPP, and (B) changes in peak 2 for esPEG–ZnPP, after incubation 
in 10% blood plasma of human, rabbit, mouse, or rat blood plasma. The inset of (A) 
shows changes in peak 1 for esPEG-ZnPP with magnified scale. Symbols in (B) are 
same as those in (A). Values are means ± S.E. (n = 3). H, Human; Rab, Rabbit; M, 
Mouse; R, Rat. 
 
24 
 
3.5. 血漿中での esPEG-ZnPPの安定性に対するエステラーゼ阻害剤の効果 
種々の動物血漿を用いて、血中における PEG-ZnPPの安定性を検討したところ、esPEG-
ZnPP では PEG 鎖が切断されたが、マウスやラットと比較すると、ヒトやウサギの血漿中で
は比較的安定で、血中での安定性には種差が見られた（Fig. 8）。この血中での PEG 鎖の切
断脱離には、血中に含まれる加水分解酵素の関与が考えられたが、例えば血漿中のエステラ
ーゼ活性は種によって異なることが報告されている(41)。そこで血中での安定性に関与する
因子および種差の原因を検討するため、エステラーゼ／セリンプロテアーゼ阻害剤である
DFP 存在下、ヒト血漿およびマウス血漿中での esPEG-ZnPP の安定性を比較した。ヒト血漿
中での peak 1 の減少および peak 2 の生成は、DFP 存在下でも大きな変化は見られなかった
が（Fig. 9A、B）、peak 2の減少に関しては、DFP 存在下で抑制効果が見られた（Fig. 9B）。
一方マウス血漿の場合は、DFP 存在下で peak 1 および peak 2の減少は 48 時間後まで抑制さ
れ、ヒト血漿と比較し DFP の効果が大きかった。したがって、esPEG-ZnPP の PEG 鎖切断
には血漿エステラーゼが関与していることが示唆され、種差の原因にもなっていると考え
られた。また DFP はセリンプロテアーゼ阻害剤でもあり、セリンプロテアーゼの関与も考
えられる。 
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Figure 9. Effect of DFP (1 mM) on stability of esPEG-ZnPP in 10% blood plasma from 
different species at pH 7.4, 37 ºC, analyzed by using HPLC. (A) Changes in peak 1 and 
(B) peak 2 for esPEG-ZnPP after incubation in 10% human or mouse blood plasma 
with (solid) or without (open) 1mM DFP. Symbols in (B) are same as those in (A). 
Values are means ± S.E. (n = 3). H, Human; M, Mouse. 
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3.6. マウス腫瘍ホモジネート上清中での esPEG-ZnPP および etPEG-ZnPP の PEG 鎖切断
性 
  PEG 化された高分子化抗がん剤では、EPR 効果によって選択的に腫瘍に集積し、長時
間滞留できるものの、細胞内への取り込みが抑えられている。そのため、十分な細胞内取り
込みや抗腫瘍効果を得るためには、腫瘍に集積した後に PEG 鎖が切断脱離することが重要
である。そこで PEG-ZnPP の腫瘍部での PEG 鎖切断性を評価するため、腫瘍ホモジネート
を用いて、PEG 鎖が完全に外れた peak 3、4、5 が生成されるかどうか検討した。腫瘍環境
では、解糖系の亢進などにより酸性 pH（pH 7以下）になっていることが知られている(42,43)。
本検討では、esPEG-ZnPP および etPEG-ZnPP をそれぞれ 50 mMリン酸緩衝液（pH 6.2）に
溶解させ、S-180腫瘍ホモジネート上清をタンパク質濃度として 2または 5 mg/mLになるよ
うに加えて、37 ºC でインキュベーションした。S-180 腫瘍ホモジネート上清未添加の場合
は、72時間後まで esPEG-ZnPP から peak 3および 4の生成は見られず、peak 5の生成も 5%
のみであったが、上清添加時は上清量および時間依存的に peak 3、4、5 の生成が増加した
（Fig. 10A、B、C）。一方、etPEG-ZnPP では S-180腫瘍ホモジネート上清（タンパク質とし
て 5 mg/mL）添加時においても、いずれのピークの生成も見られなかった。 
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Figure 10. Cleavability of PEG chains from esPEG-ZnPP and etPEG-ZnPP after 
incubation with supernatant of mouse S-180 tumor homogenates (final conc.: 2 or 5 
mg/ mL protein) at pH 6.2, 37 ºC, analyzed by HPLC. Yield of (A) peak 3, (B) peak 4, 
and (C) peak 5 after incubation of esPEG-ZnPP or etPEG-ZnPP with supernatant of 
tumor homogenates. Notations of bars in (A) apply to (B) and (C) as well. Values are 
means ± S.E. (n = 3). 
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3.7. マウス腫瘍ホモジネート上清中での esPEG-ZnPP の PEG 鎖切断性に対するプロテア
ーゼ阻害剤の効果 
  腫瘍ホモジネート上清を添加することで、esPEG-ZnPP では PEG 鎖切断物が生成され
ることが分かった（Fig. 10）。腫瘍組織では、転移や浸潤のために様々なプロテアーゼが高
発現していることが知られており(44)、esPEG-ZnPP の PEG 鎖切断脱離に関与する因子とし
て腫瘍プロテアーゼに着目した。本検討では、セリンプロテアーゼ阻害剤やシステインプロ
テアーゼ阻害剤が esPEG-ZnPP の PEG鎖切断性に及ぼす影響を検討した。その結果、PMSF
は 72時間を通して peak 3の生成をほとんど抑制することが分かった（Fig. 11A）。その他の
阻害剤も peak 3 の生成を抑制したが、その効果は PMSF より弱く、TPCK、iodoacetamide、
leupeptin の順であった。また、各種プロテアーゼ阻害剤によって peak 4 の生成も抑制され
たが、その抑制効果は peak 3 に対する抑制効果より弱かった（Fig. 11B）。これらの結果よ
り、セリンプロテアーゼやシステインプロテアーゼが peak 3、4の産生に関与していると考
えられた。一方、各種プロテアーゼ阻害剤によって peak 5 の生成は促進されており（Fig. 
11C）、他のプロテアーゼなどの酵素の関与が考えられた。 
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Figure 11. Effect of protease inhibitors on depegylation from esPEG-ZnPP incubated 
with supernatant of mouse S-180 tumor homogenates (final conc.: 5 mg/mL protein) at 
pH 6.2, 37 ºC, analyzed by HPLC. Yield of (A) peak 3, (B) peak 4, and (C) peak 5 after 
incubation of esPEG-ZnPP with supernatant of tumor homogenate in the presence or 
absence of the indicated protease inhibitors. Notations of bars in (A) apply to (B) and 
(C) as well. Values are means ± S.E. (n = 3). *p < 0.05, a significant difference from 
tumor homogenate (T), according to Student’s t test. 
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3.8. マウス正常組織ホモジネート上清中での esPEG-ZnPP の PEG鎖切断性 
  S-180腫瘍の場合と同様に、マウス正常組織を用いて esPEG-ZnPP の PEG鎖切断性を検
討した。本検討では、マウス正常組織（脾臓、腎臓、肝臓）ホモジネート上清（タンパク質
として 2 mg/mL）を含む PBS（pH 7.4）中で esPEG-ZnPP をインキュベーションした。PEG
鎖が完全に外れた生成物の量を比較するため、peak 3、4、5の生成量合計を比較した。正常
組織ホモジネート上清添加時も PEG 鎖切断物は生成され、その生成量合計は肝臓で最も多
く、続いて腫瘍、腎臓、脾臓の順であった（Fig. 12）。肝臓を除く正常組織と比較し、腫瘍
組織でより多くの PEG 鎖切断物が生成されることが分かった。 
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Figure 12. Cleavability of the PEG chains from esPEG-ZnPP after incubation with 
supernatants of homogenates of different mouse tissues, analyzed by HPLC. Yield of 
cleavage products (total of peaks 3–5 combined) after incubation of esPEG-ZnPP with 
supernatants of tissue homogenates of mouse spleen, kidney, and liver (final conc.: 2 
mg/mL protein) at pH 7.4 or with supernatant of mouse tumor homogenates at pH 6.2, 
37 ºC. Values are means ± S.E. (n = 3). *p < 0.05, a significant difference from no 
supernatant, according to Student’s t test. 
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3.9. ヒト大腸がんおよびヒト正常大腸組織ホモジネート上清中での esPEG-ZnPPのPEG鎖
切断性 
  マウス組織の場合と同様に、ヒトの大腸がんおよび正常大腸を用いて esPEG-ZnPP の
PEG 鎖切断性を検討した。ヒト大腸がんホモジネート上清（タンパク質として 5 mg/mL）を
含む 50 mM リン酸緩衝液（pH 6.2）中で、esPEG-ZnPP をインキュベーションしたところ、
マウス腫瘍 S-180 の場合と同様に、PEG 鎖切断物（peak 3、4、5の合計）の生成が見られた
（Fig. 13A）。 
Figure 11 より esPEG-ZnPP の PEG 鎖切断にセリンプロテアーゼおよびシステインプロ
テアーゼが関与していることが示唆されたが、システインプロテアーゼはメルカプトエタ
ノールやジチオスレイトールなどの還元剤により活性化されることが知られている。そこ
で、ヒト大腸がんホモジネート上清を含む 50 mMリン酸緩衝液（pH 6.2）に、N-acetylcysteine
を添加して PEG 鎖切断性を検討した結果、N-acetylcysteine 未添加時に比べ PEG 鎖切断物
（peak 3、4、5の合計）の生成が促進された（Fig. 13B）。 
また、ヒト正常大腸のホモジネート上清（タンパク質として 5 mg/mL）を含む PBS（pH 
7.4）中で esPEG-ZnPP をインキュベーションしたところ、PEG鎖切断物（peak 3、4、5の合
計）の生成はヒト大腸がんの場合より少なかった（Fig. 13C）。これらの結果より、ヒトの腫
瘍においても esPEG-ZnPP から PEG 鎖切断物は生成され、その生成量は正常組織と比較し
多いことが分かった。 
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Figure 13. Cleavability of PEG chains from esPEG-ZnPP after incubation with 
supernatants of human colorectal tumor homogenates at pH 6.2 or human normal 
large intestine homogenates (final conc.: 5 mg/mL protein) at pH 7.4, 37 ºC, analyzed 
by HPLC. (A) Yield of cleavage products (total of peaks 3–5 combined) after 
incubation of esPEG-ZnPP with supernatants of tumor homogenates. (B) Yield of 
cleavage products (total of peaks 3–5 combined) similar to (A) in the presence or 
absence of activator of thiol proteases, N-acetylcysteine. (C) Similar to (A), tumor tissue 
vs normal large intestine at 24 h after incubation. Values are means ± S.E. (n = 3–5). 
*p < 0.05, a significant difference according to Student’s t test. 
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3.10. esPEG-ZnPP、etPEG-ZnPP、PEG鎖切断物の細胞内取り込み 
  PEG 化薬剤の細胞内取り込みは、PEG 鎖の脱離によって改善されることが知られてい
る(11)。PEG-ZnPP において PEG 鎖の脱離による細胞内取り込みが改善されるかどうか検討
した。本検討では、PEG 鎖切断物のモデル化合物として free ZnPP（Fig. 7A）と ZnPPED（Fig. 
7B）を用いて、esPEG-ZnPP や etPEG-ZnPP と細胞内取り込みの比較を行った。 
各 ZnPP 誘導体で K562 細胞を処理したときの細胞内取り込みは、時間依存的に増加し
ており、esPEG-ZnPP や etPEG-ZnPP よりも PEG 鎖切断物（free ZnPP および ZnPPED）の方
が速いことが分かった（Fig. 14A）。 
HT-29細胞への取り込みについても同様の結果が得られた（Fig. 14B）。同濃度（ZnPP 当
量）の各 ZnPP 誘導体は、メタノール中でほぼ同様の蛍光スペクトルおよび蛍光強度を示し
たため（data not shown）、メタノールで抽出した各 ZnPP 誘導体の蛍光強度を比較すること
により細胞内取り込み量を比較できたと考えられる。 
また、KYSE150細胞を PEG-ZnPP や PEG鎖切断物で 2.5時間処理後、共焦点レーザー
顕微鏡で観察すると、esPEG-ZnPP や etPEG-ZnPP よりも PEG 鎖切断物（free ZnPP および
ZnPPED）の取り込み量が多いことが確かめられた（Fig. 14C）。 
さらに重要な知見は、PEG 鎖切断性を有する esPEG-ZnPP が、etPEG-ZnPP よりも細胞
内取り込みが速いことであり、K562細胞では 8時間後になると、esPEG-ZnPP の取り込み量
の方が etPEG-ZnPP よりも多くなり、有意差が見られた（Fig. 14A）。HT-29細胞では 16時間
以降になると、esPEG-ZnPP の取り込み量の方が多くなり、有意差が見られた（Fig. 14B）。 
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Figure 14. Intracellular uptake of esPEG-ZnPP, etPEG-ZnPP, free ZnPP, and ZnPPED. 
(A, B) Intracellular uptake (A) in K562 cells measured by FACS analyses and (B) in 
HT-29 cells quantified by fluorescence intensity. The insets show comparison of 
intracellular uptake of esPEG-ZnPP and etPEG-ZnPP (A) after 8 h in K562 cells, (B) 
after 16 h and 24 h in HT-29 cells. Values are means ± S.E. (n = 3). *p < 0.05, a 
significant difference according to Student’s t test. (C) Confocal fluorescence 
microscopic analysis of KYSE150 cells treated with esPEG-ZnPP, etPEG-ZnPP, free 
ZnPP, or ZnPPED after 2.5 h incubation. 
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3.11. esPEG-ZnPP、etPEG-ZnPP、PEG鎖切断物の細胞毒性 
  細胞内取り込みの比較検討に続き、細胞毒性の比較検討を行うため、K562 細胞（Fig. 
15A）と HT-29 細胞（Fig. 15B）を各 ZnPP 誘導体で 72 時間処理した。K562 細胞における
IC50はそれぞれ、free ZnPP が 0.97 μM、ZnPPED が 0.85 μM、esPEG-ZnPP が 2.88 μM、etPEG-
ZnPP が 39.1 μMであった（Fig. 15A、Table 4）。よって、細胞取り込みの結果と同様に、PEG
鎖切断物が PEG-ZnPP より高い細胞毒性を示すと共に、PEG 鎖切断性を有する esPEG-ZnPP
が、PEG 鎖の切断が見られない etPEG-ZnPP より高い細胞毒性を示した。HT-29細胞におい
ても同様の結果が得られ、IC50はそれぞれ free ZnPP が 4.16 μM、ZnPPEDが 2.82 μM、esPEG-
ZnPP が 27.7 μM、etPEG-ZnPP が>100 μMであった（Fig. 15B、Table 5）。 
 
Figure 15. Cytotoxicity of esPEG-ZnPP, etPEG-ZnPP, free ZnPP, and ZnPPED to (A) 
K562 cells and (B) HT-29 cells after 72 h treatment, analyzed by MTT assay. Values 
are means ± S.E. 
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Table 4. IC50, IC30, and IC10 of esPEG-ZnPP, etPEG-ZnPP, free ZnPP, and ZnPPED against 
K562 cells. 
Drugs IC50 (μM) IC30 (μM) IC10 (μM) 
esPEG-ZnPP 2.88 1.76 0.61 
etPEG-ZnPP 39.1 2.71 0.41 
Free ZnPP 0.97 0.65 0.32 
ZnPPED 0.85 0.56 0.24 
Data are calculated from the results in Figure 15A. 
 
Table 5. IC50, IC30, and IC10 of esPEG-ZnPP, etPEG-ZnPP, free ZnPP, and ZnPPED against 
HT-29 cells. 
Drugs IC50 (μM) IC30 (μM) IC10 (μM) 
esPEG-ZnPP 27.7 2.77 1.03 
etPEG-ZnPP >100 73.4 2.61 
Free ZnPP 4.16 1.64 0.14 
ZnPPED 2.82 0.65 0.15 
Data are calculated from the results in Figure 15B. 
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3.12. esPEG-ZnPP および etPEG-ZnPP の in vivo抗腫瘍効果 
  次に、S-180 担がんマウスを用いて esPEG-ZnPP および etPEG-ZnPP の in vivo 抗腫瘍効
果を比較検討した。Figure 16 に示すように 15 mg/kg（ZnPP 当量）の esPEG-ZnPP または
etPEG-ZnPP をそれぞれ 3 回尾静脈投与し、試験期間中、腫瘍サイズや体重を測定した。そ
の結果、esPEG-ZnPP では etPEG-ZnPP よりも腫瘍の増殖抑制効果が高く、有意な差が見ら
れた（Fig.16A）。そして、esPEG-ZnPP では etPEG-ZnPP よりも生存期間が延長された（Fig. 
16B）。また、esPEG-ZnPP や etPEG-ZnPP の投与によって体重減少などの明らかな副作用は
見られなかった（Fig. 16C）。 
  本検討では、esPEG-ZnPP と etPEG-ZnPP の比較検討が目的であること、また難水溶性
の free ZnPPを投与するには、例えば DMSOなどを利用する必要があることから、in vivo抗
腫瘍効果検討に free ZnPPは用いなかった。また、free ZnPP は投与するとほとんどが肝臓や
脾臓に集積し、腫瘍集積は非常に少ないことが分かっている(45)。 
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Figure 16. Antitumor effect of esPEG-ZnPP and etPEG-ZnPP at 15 mg/kg of ZnPP 
equivalent in S-180 tumor bearing male ddY mice. Vertical arrows indicate i.v. 
injection time of drugs. Values are means ± S.E. (n = 5). *p < 0.05, a significant 
difference from etPEG-ZnPP, according to Student’s t test. (A) Antitumor effect of 
esPEG-ZnPP and etPEG-ZnPP. (B) Survival rate of S-180 tumor bearing ddY mice 
after treatment. (C) Body weight change of S-180 tumor bearing ddY mice after 
treatment.  
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3.13. esPEG-ZnPP および etPEG-ZnPP の体内動態と PEG鎖切断性（in vivo） 
  続いて、S-180 担がんマウスを用いて esPEG-ZnPP および etPEG-ZnPP の静脈投与後の
体内動態と PEG鎖切断性について HPLC を用いて検討した。静脈投与から 24時間後、各組
織への PEG-ZnPP の分布量（peak 1 - 5の合計量）は、両 PEG-ZnPP でほぼ同様で、腫瘍集
積性も有意差は見られなかった（Fig. 17A）。一方で、PEG鎖切断性、つまり PEG鎖切断物
の生成量に大きな違いが見られた。静脈投与から 24時間後、各組織内の PEG 鎖切断物の生
成（peak 3、4、5の合計量）を見ると、esPEG-ZnPPでは腫瘍組織内で PEG 鎖切断物の生成
が観察された（Fig. 17B）。しかしながら、etPEG-ZnPP は腫瘍組織内でほとんど元の etPEG-
ZnPP（peak 1）として存在し、PEG鎖切断物の生成はほとんど見られなかった（Fig. 17C）。 
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Figure 17. Tissue distribution and PEG cleavability of esPEG-ZnPP and etPEG-ZnPP 
in S-180 tumor bearing male ddY mice after i.v. administration at 40 mg/kg of ZnPP 
equivalent, measured by HPLC. (A) Tissue distribution (total of peaks 1–5 combined) 
of esPEG-ZnPP and etPEG-ZnPP at 24 h after administration. The inset shows amount 
of each PEG-ZnPP in tumor tissue with magnified scale. (B, C) The amount of each 
peak in each tissue at 24 h after administration of (B) esPEG-ZnPP and (C) etPEG-
ZnPP, using results in (A). The insets show amount of each peak in tumor tissue with 
magnified scale, respectively. Values are means ± S.E. (n = 3). Amount of peak is 
described as the area of the peak. 
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3.14. esPEG-ZnPP からの PEG鎖切断推定メカニズム 
Figure 18 に esPEG-ZnPP からの PEG 鎖切断推定メカニズムについてまとめた。腫瘍ホ
モジネート上清などを用いた検討で、PEG 鎖切断物（peak 3 - 5）の生成は、1本鎖 esPEG-
ZnPP（peak 2）の減少に伴い観察された。このことは、PEG鎖切断物（peak 3 - 5）が元の 2
本鎖 esPEG-ZnPP（peak 1）から直接生成されるのではなく、1本鎖 esPEG-ZnPP（peak 2）を
介して生成されることを示唆している。つまり、1本鎖 PEG-ZnPP の生成がさらなる PEG鎖
の切断に必須で、腫瘍部位ではプロテアーゼが作用し、1 本鎖 PEG-ZnPP の PEG 鎖の切断
が進み、PEG 鎖が完全に外れた切断物が生成されると考えられる。 
また esPEG-ZnPP と etPEG-ZnPP は共にアミド結合を有しているが、etPEG-ZnPP は in 
vitro および in vivo での検討で PEG 鎖の切断を受けなかった。このことから、PEG 鎖切断
に関与するプロテアーゼなどの酵素は、PEG 鎖が 2 本結合した状態では立体障害によって
作用できない可能性が考えられる。 
PEG 鎖切断物は、PEG と ZnPP 間のエステル結合あるいはアミド結合が切断されたも
のと予想されるが、一般的にアミド結合はエステル結合より安定とされている。しかし、例
えばアマンタジンのプロドラッグ内のアミド結合が、ラット肝臓のホモジネートで処理す
ることで切断されるという報告も見られる(46)。したがって、esPEG-ZnPP においても、片方
の PEG鎖が脱離したのちに、アミド結合の切断も起こりうると考えられる。 
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Figure 18. Conceptual mechanism of sequential cleavage of PEG from esPEG-ZnPP 
and the putative structures of cleavage products. Once PEG chain is detached at ester 
bond in the dotted box, amide bonds indicated by dotted arrows may be cleaved. 
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4. 考察 
PEG 化抗がん剤 PEG-ZnPP は、高分子として挙動し EPR 効果によって選択的な腫瘍集
積性が得られる(37,38)。しかしながら、元のZnPPと比べ細胞内取り込みが低いことが分かり、
他の PEG 化薬剤と同様に PEG ジレンマに直面した(39,40)。よって、PEG-ZnPP の PEG鎖は切
断されるのか、またどのように切断されるのか、さらにその PEG 鎖切断性は細胞内取り込
みや抗腫瘍効果にどのような影響があるのか明らかにすることは重要である。そこで、我々
の研究グループが合成した 2 種類の PEG-ZnPP、すなわち PEG 鎖結合部にエステル結合を
持つ esPEG-ZnPP、あるいはエーテル結合を持つ etPEG-ZnPP を用いて、PEG 鎖結合部の違
い（化学結合の違い）による PEG 鎖切断性の違いやその重要性に関して検討を行った。 
種々の動物血漿を用いて血中での安定性を検討したところ、etPEG-ZnPP では全く PEG
鎖の切断脱離が見られなかったが、esPEG-ZnPP では PEG 鎖の切断脱離が見られ、1 本鎖
PEG-ZnPP（peak 2）が生成された（Fig. 8）。我々は以前に、esPEG-ZnPP および etPEG-ZnPP
が、元の free ZnPP より血中滞留性に優れ、EPR効果によって高い腫瘍集積性を示すことを
明らかにしており(37,38)、本研究においても、肝臓を除く正常組織と比べて腫瘍への集積性が
高いことを確かめた（Fig. 17A）。十分な EPR効果のためには、薬剤の血中濃度を高いレベ
ルに維持して、血管から漏れ出す時間を稼ぐ必要があり、我々の研究グループでは、げっ歯
類動物において望ましい血中半減期は 6 時間以上と報告している(47)。マウス血漿を用いた
検討で、4 ~ 6時間後まで約 60 ~ 80%が PEG結合体（peak 1と peak 2）として残っていたこ
とから（Fig. 8）、esPEG-ZnPP は血液循環中に一定量の PEG 鎖が切断されるものの、高分子
として十分な時間挙動できることが示唆された。さらに esPEG-ZnPP の血中安定性に関する
重要な知見は、ヒトでは PEG 結合体（peak 1 と peak 2）としての安定性が、マウスやラッ
トより高いことであり、臨床において EPR 効果による高い腫瘍集積性が期待できる。 
  マウスおよびヒトの腫瘍組織ホモジネートの上清を用いて、腫瘍部位での PEG 鎖切断
性を検討したが、esPEG-ZnPP からのみ PEG 鎖切断物（peak 3 - 5）の生成が見られた（Fig. 
10、13A）。また、この腫瘍部位での PEG鎖切断脱離には、セリンプロテアーゼやシステイ
ンプロテアーゼが関与することが示唆された（Fig. 11、13B）。腫瘍部位においては、細胞外
や細胞膜にマトリプターゼなどのセリンプロテアーゼや、カテプシン B などのシステイン
プロテアーゼが発現していることが知られており(44,48,49)、プロテアーゼが高発現している腫
瘍において、より効率的に esPEG-ZnPP から PEG鎖切断物が生成されると期待される。 
  実際に esPEG-ZnPPを S-180 担がんマウスに静脈投与すると、ほとんどの正常組織より
腫瘍組織に多く集積し、PEG鎖切断物の量（peak 3 - 5の合計）も多いことが分かった（Fig. 
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17A、B）。腫瘍組織以外を見ると、肝臓で集積および PEG 鎖切断物が多かった（Fig. 17A、
B）。肝臓に集積が多いのは、以前の報告やその他のポリマー結合体と同様の結果であり
(9,37,45)、PEG鎖切断物が多いことは、肝臓が薬物などの代謝のためにプロテアーゼなどの酵
素を多く持っていることを反映していると考えられ、マウス肝臓のホモジネート上清を用
いた検討結果とも一致している（Fig. 12）。しかし、ZnPP は肝毒性をほとんど示さないこと
が分かっており(37)、esPEG-ZnPP は高い腫瘍選択性を発揮できると考えられる。 
細胞内取り込みや細胞毒性は、PEG 鎖切断物のモデル化合物（ZnPP や ZnPPED）の方
が両 PEG-ZnPP よりも優れており、PEG 鎖切断性を有する esPEG-ZnPP の方が etPEG-ZnPP
よりも優れていた（Fig. 14、15）。さらに in vivo 抗腫瘍効果も、esPEG-ZnPP の方が etPEG-
ZnPP よりも優れていた（Fig. 16）。この結果は、細胞内取り込みや細胞毒性に関して esPEG-
ZnPP の方が etPEG-ZnPP より優れていたことと一致する。PEG-ZnPP においても、PEG鎖の
切断脱離が細胞内取り込みや抗腫瘍活性に重要であることが確認できた。 
PEG ジレンマの解決のためには、例えば分子量が小さく鎖長の短い PEG を用いた PEG
化薬剤の開発や、細胞膜透過性の高いペプチドを用いるナノ粒子の開発なども行われてい
る(50–52)。また、腫瘍部位で高発現している MMP などのプロテアーゼにより特異的に切断さ
れるペプチドを PEG 鎖結合部に導入した研究がある(11,53)。しかし、ペプチド導入はペプチ
ド合成に時間やコストがかかるという欠点がある。 
本検討の結果から、esPEG-ZnPP は EPR 効果によって腫瘍に集積した後、腫瘍内プロテ
アーゼによって PEG鎖切断物が生成されるため、腫瘍細胞内への取り込み改善につながり、
PEG ジレンマの解決が可能になることが示唆された。よって、エステル結合を有し、PEG 鎖
切断性を示す esPEG-ZnPP の方が、etPEG-ZnPP よりも腫瘍選択性に有利な特性を持ってい
ると考えられる。一般的に、アミド結合などより加水分解を受けやすいとされているエステ
ル結合であるが、ヒト血中ではマウス血中などと比べ、安定性が高いことが明らかになり、
これはエステル結合を有する高分子化抗がん剤開発に関する重要な知見である。またエス
テル結合は、エステル結合に隣接するメチレン基の長さを変えることで切断されにくくな
り安定性が増すことが知られており(54)、血中での安定性や腫瘍部位での PEG 鎖切断性の制
御につながると期待できる。 
以上、本検討より得られた知見から、PEG などを用いた高分子化抗がん剤において、エ
ステル結合の利用により、PEG ジレンマの解決や高い腫瘍選択性を有した高分子化抗がん
剤の開発につながることが期待される。  
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第 3 章 スチレンマレイン酸コポリマー（SMA）結合型ピラルビシンの体内動態および抗
腫瘍効果の検討 
 
1. 背景 
  ピラルビシン（4'-O-tetrahydropyranyldoxorubicin、THP）はドキソルビシン（doxorubicin、
DOX）の誘導体の一つで、急性白血病、悪性リンパ腫、頭頸部がん、乳がんなどの治療に用
いられているアントラサイクリン系抗がん剤である(55)。トポイソメラーゼ II の阻害などに
より、G2 期で細胞回転を止めて、腫瘍細胞を致死させることで抗腫瘍効果を示す(56,57)。さ
らに THP は、DOX より優れた特徴を持っていることが知られている。例えば、THP は DOX
より細胞内取り込みが 100 倍以上速いことや、DOX 耐性株にも効果を発揮すること、また
DOX より心毒性が低いことが報告されている(58–60)。しかしながら、THP は分子量 627の低
分子抗がん剤であり、DOX やその他多くの低分子抗がん剤と同様に、腫瘍組織への選択性
が低く、腫瘍集積は少ない。そのため、正常組織への分布も多く、副作用を招き、投与量の
制限にもつながる。したがって、THP の腫瘍組織への集積性を高めることが THP の欠点克
服に重要であると考えられる。 
  THP を腫瘍組織へ選択的に集積させる手段として、THP を高分子化し（> 40 kDa）、EPR
効果を利用する方法が挙げられる(5,6)。スチレンとマレイン酸から構成される両親媒性のポ
リマーであるスチレンマレイン酸コポリマ （ーstyrene maleic acid copolymer、SMA）は、SMA
と薬物間で疎水性相互作用やイオン相互作用、または水素結合といった非共有結合を形成
することで低分子抗がん剤を包み込み、高分子ミセルを作製することができるため、低分子
抗がん剤を高分子化するのに有用である(61,62)。また、SMA はアルブミン結合能を有するこ
とが知られている(63,64)。アルブミンは生体親和性を有する高分子で、SMA のアルブミン結
合能は、薬剤の高分子化と血中滞留性の向上に重要な特性である。よって、本研究グループ
では以前に、SMA と THP 間の疎水性相互作用などの非共有結合を利用して、THP 内包型
SMAミセルの開発を行った(65)。 
  しかしながら、ポリマーと薬物間の非共有結合のみで形成された高分子化抗がん剤は、
血中での安定性が不十分な場合があり、血中に入った際に内包薬物である低分子抗がん剤
の多くを放出してしまう問題が報告されている(66–68)。つまり、血中で高分子として機能せず
に、元の低分子抗がん剤に戻ってしまうと考えられる。一方、非共有結合ではなく、薬物を
ポリマーに共有結合させて作製した高分子化抗がん剤は、非共有結合のみで形成された高
分子化抗がん剤よりも血中滞留性が良く、腫瘍集積性も高い例が報告されている(68–70)。 
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  SMA はカルボキシル基を有しており、アミド結合などを介して薬物を共有結合させる
ことができるため、共有結合型の高分子化薬剤も容易に開発可能である。例えば、抗がん性
タンパク質ネオカルチノスタチン（neocarzinostatin、NCS）を結合させた SMA 結合型 NCS
（SMANCS®）は、生体内で高分子として挙動でき、NCS の血中滞留性を向上させると共
に、EPR 効果によって腫瘍組織への集積性を高めることに成功している(5,71)。 
  本検討では、SMA を用いた高分子化 THP 製剤の発展のために、THP を SMAに共有結
合させた SMA 結合型 THP（SMA-THP conjugate）を合成し、培養細胞を用いて細胞毒性な
どの評価、担がんマウスを用いて体内動態や抗腫瘍効果の評価などを行った。 
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2. 実験材料および実験方法 
 
2.1. 実験材料 
  THP（MicroBiopharm Japan）、Styrene maleic anhydride copolymer（無水 SMA、平均分子
量 1600）（Sigma Aldrich Chemical）、N,N-ジメチルホルムアミド（DMF）、トリエチルアミン、
ジエチルエーテル、トリニトロベンゼンスルホン酸（TNBS）、ラウリル硫酸ナトリウム（SDS）、
尿素、ウシ血清アルブミン（BSA）、RPMI 1640、Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)、
ペニシリン G、ストレプトマイシン、エバンスブルー（以上、Wako Pure Chemical）、ウシ
胎児血清（FBS）（GIBCO）、3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide
（MTT）（Dojindo Chemical Laboratories）。その他の試薬類は、市販の特級品を用いた。 
 
2.2. 動物 
  ddYマウス（雄性）、Sprague-Dawley（SD）ラット（雄性）（以上、九動）、BALB/cCrSlc
マウス（雄性）（SLC） 
 
2.3. SMA-THP conjugateの合成 
  SMA-THP conjugate を合成するため、THP のアミノ基と無水 SMA の無水マレイン酸を
反応させ、アミド結合を形成させることとした。200 mg の無水 SMA と 100 mg の THP を
10 mLのDMFに溶解させた。撹拌下、20 μLのトリエチルアミンを加え、遮光下、室温（25 °C）
で 24時間反応させた。反応後、100 mLのジエチルエーテルを加えて反応物を沈殿させ、遠
心操作（10,000 g、10 分）により沈殿を回収した。この沈殿をジエチルエーテルで 3回洗浄
し、トリエチルアミンを除去した。この沈殿物を 5 mLの DMFで溶解させ、ゲル浸透クロ
マトグラフィー（Bio-Beads SX-1、BioRad）（φ = 30 mm, L = 250 mm）により、未反応の THP
を除いた。SMA-THP conjugate 上に残っている無水マレイン酸を加水分解するために、SMA-
THP conjugateの溶出液を 300 mLの蒸留水に加えた。溶出液を蒸留水に加えるとすぐに pH
の低下が始まるため、pH 5 以下にならないように 0.1 M NaHCO3（pH 8.2）を滴下で加え、
加水分解中は pH 8以下に保った（室温、約 3 時間）。次いで、50 kDa cut offフィルターを装
着した限外ろ過（Labscale Tangential Flow Filtration System、Millipore）を用いて、DMFを除
去し、凍結乾燥（UD-800F, TAITEC）により SMA-THP conjugate の粉末を得た。SMA-THP 
conjugate中のアミノ基の検出定量には、トリニトロベンゼンスルホン酸（TNBS）法を用い
た。THP の含有率は、紫外可視分光光度計（U-3900、Hitachi）を用いて、DMF中で THP の
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480 nmにおける吸光度を測定し、作成した検量線を用いて算出した。 
 
2.4. 高速液体クロマトグラフィー（HPLC） 
  日本分光株式会社（JASCO）製の HPLC ポンプ PU-2080 と紫外可視吸光度検出器 UV-
2075（インテグレーターへの出力スケールは 1 V/1.0 AU）、およびインテグレーター807-IT 
integrator（パラメーター設定：ATTENUATION: 32 mV F. S.; CHART SPEED: 5 mm/min; MIN 
WIDTH: 0.10 min; MIN HEIGHT: 100 μV; MIN AREA: 100 μV; DRIFT; 0 μV/min; DOUBLE 
WIDTH TIME; 0 min; NOISE LEVEL: 10 μV）を使用した。サンプル注入量は 20 μLである。
カラムは Asahipak GF-310 HQ column (7.5 × 300 mm)（Showa Denko）を使用した。分離溶媒
は DMFを使用し、流速は 0.5 mL/min、溶出物は 480 nmにおける吸光度を利用し検出した。
また、カラムとして CAPCELL PAK C18 column (Type MG, 5 μm, 4.6 mm I.D. × 250 mm)
（Shiseido Fine Chemicals）を使用したときの分離溶媒は、1% 酢酸／アセトニトリル（50/50）
で、流速は 0.3 mL/min、溶出物は 480 nmにおける吸光度を利用し検出した。 
 
2.5. ゲルろ過クロマトグラフィー 
  Sephacryl S-200（GE Healthcare）を用いたカラム（φ = 15 mm, L = 700 mm）を作製し、
溶出液は PBS（pH 7.4）を用いて行った。溶出液は 4 mLずつ試験管に分取し、各フラクシ
ョンの 480 nm（THP）および 280 nm（BSA）の吸光度を測定した。 
 
2.6. 粒子径およびゼータ電位測定 
  SMA-THP conjugateを PBS（pH 7.4）に溶解させて 2 mg/mLに調整し、孔径 0.45 μmの
シリンジフィルター（Advantec）を通したのち、動的光散乱装置（ELS-Z2、Otsuka Photal 
Electronics）を用いて、室温にて粒子径とゼータ電位を測定した。 
 
2.7. 蛍光測定 
  SMA-THP conjugate を PBS（pH 7.4）に溶解させて 10 μg/mL に調整して、SDS（0.05-
5%）、尿素（5-9 M）または BSA（10-100 μg/mL）存在下で、蛍光分光光度計（FP-6600、JASCO）
を用いて蛍光スペクトルを測定した（励起波長 480 nm、蛍光波長 500-700 nm）。 
 
2.8. 細胞培養 
  細胞培養に用いた器具は全てオートクレーブや乾熱滅菌、あるいは電子線滅菌済みの
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ものを使用し、溶液類の調製、希釈には滅菌した PBS（pH 7.4）を使用した。全ての操作は
クリーンベンチ内で無菌的に行った。 
  ヒト子宮頸がん細胞（HeLa細胞）は、細胞培養ディッシュ（φ = 100 mm、Corning）に
て、10 % FBS および抗生物質（ペニシリンＧ 100 unit/mL、ストレプトマイシン 100 μg/mL）
を添加した DMEMを用いて、5% CO2/95% Air、37 °C で静置培養した。およそ 3 ~ 4日毎に、
0.25% トリプシン処理により細胞をディッシュから剥離し、細胞を遠心操作（800 rpm、5分）
で回収し、10倍希釈になるように継代を行った。 
  マウス大腸がん細胞（colon 26 細胞）は、RPMI1640 を用いて、上記 HeLa 細胞と同様
の条件で培養、継代を行った。 
 
2.9. 細胞毒性試験 
  HeLa 細胞または colon 26細胞を 96ウェルプレート（Corning）に 3000 cells/wellになる
ように播種し、一晩培養後に、free THP または SMA-THP conjugateを加えた。72時間後に
MTT法により細胞生存率を測定した。生細胞により生成されたホルマザン色素は DMSO で
溶解させ、マイクロプレートリーダー（Infinite M200 PRO、Tecan）を用いて 570 nmの吸光
度を測定した。 
 
2.10. 細胞内取り込みおよび SMA-THP conjugateからの free THPの放出 
  HeLa 細胞を 12 ウェルプレート（ウェルの直径 φ = 22.1 mm、Corning）に 5 × 105 cells/well
になるように播種し、一晩培養後に、最終濃度が 300 μM（THP 当量）になるように free THP
または SMA-THP conjugate を加えた。一定時間培養後、培地を除去し、細胞を室温の PBS
（pH 7.4）で 2回洗浄し、0.25% トリプシンで剥離させ、遠心操作（800 rpm、5分）で回収
した。得られた細胞ペレットに 500 μLの 2 M塩酸を含む 60%メタノールを加え、超音波処
理（30 W, 30 s, Hielscher）で細胞を破砕し、THP を加水分解するため 50 °Cで 1時間処理し
た。処理後、THP の加水分解物を抽出するため 500 μL のクロロホルムを加え、遠心操作
（10000 g、10分）後、クロロホルム層を回収し、蛍光分光光度計で細胞内に取り込まれた
THP由来の蛍光を測定した（励起波長 480 nm、蛍光波長 590 nm）。 
  HeLa 細胞を細胞培養ディッシュ（ウェルの直径 φ = 60 mm、Corning）に 2 × 106 cells播
種し、一晩培養後に、最終濃度が 300 μM（THP 当量）になるように free THP または SMA-
THP conjugateを加えた。一定時間培養後、培地を除去し、細胞を室温の PBS（pH 7.4）で 2
回洗浄し、0.25% トリプシンで剥離させ、遠心操作（800 rpm、5分）で回収した。得られた
51 
 
細胞ペレットに 300 μLの DMFを加えた。氷中にて超音波処理（30 W, 30 s）で細胞を破砕
し、遠心操作後（10000 g、10分）、上清を回収し、HPLC 測定を行った。 
 
2.11. 担がんマウスの作製 
  すべての動物実験は、崇城大学動物実験委員会および崇城大学における動物実験に関
する指針の下、行った。 
  S-180細胞は ddYマウス（雄性）の腹腔内に投与し、およそ 7 ~ 10日毎に継代培養した
ものを使用した。S-180担がんマウスは、生理食塩水にて 2 × 107 cells/mLに調整した S-180
細胞懸濁液を、ddYマウス（雄性、6週齢）の背部の左右各 1か所（合計 2か所）に、0.1 mL
（2 × 106 cells）ずつ皮下注射することで作製した。 
  Colon 26細胞は細胞培養ディッシュにて培養したものを使用した。Colon 26担がんマウ
スは、生理食塩水にて 1 × 107 cells/mLに調整した colon 26細胞懸濁液を、BALB/cCrSlcマウ
ス（雄性、6週齢）の背部の左右各 1か所（合計 2か所）に、0.1 mL（1 × 106 cells）ずつ皮
下注射することで作製した。 
 
2.12. 体内動態試験 
  腫瘍の直径がおよそ 10 mmになった S-180担がんマウスに 10 mg/kg（THP 当量）の生
理食塩水に溶解させた free THP または SMA-THP conjugate を静脈投与し、一定時間後にジ
エチルエーテル麻酔により安楽死させ、生理食塩水で灌流後、各臓器を摘出した。各臓器を
秤量し、臓器 100 mg あたりに、1 mLの 2 M塩酸を含む 60%メタノールを加え、ホモジナ
イザーで組織を破砕し、THP を加水分解するため 50 °C で 1時間処理した。処理後、THP の
加水分解物を抽出するためクロロホルムを加え、遠心操作（10000 g、10 分）後、クロロホ
ルム層を回収し、蛍光分光光度計で THP 由来の蛍光を測定した（励起波長 480 nm、最大蛍
光波長 590 nm）。 
  また健康な SD ラット（雄性、6 週齢）を用いて、リンパ節（腸間膜リンパ節）、骨髄
（大腿骨由来）を含む正常組織への分布を同様の方法で試験した。 
 
2.13. 抗腫瘍効果試験 
  腫瘍の直径がおよそ 4 ~ 6 mmになった colon 26 担がんマウス、または S-180担がんマ
ウスに生理食塩水に溶解させた free THP または SMA-THP conjugate を静脈投与し、試験期
間中の腫瘍体積および体重を測定した。腫瘍体積はノギスを用いて長径 mm（L）、短径 mm
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（W）を測定し、計算式〔腫瘍体積（mm3）＝W2 × L / 2〕により算出した。 
  また colon 26では、皮下腫瘍から肺転移が起きることが知られている(72,73)。そこで colon 
26 接種後 50 日目（治療開始後 40日目）に、10 mg/kg のエバンスブルーを静脈投与し、24
時間後、マウスをジエチルエーテル麻酔により安楽死させ、約 15 mL の生理食塩水で灌流
後、肺を摘出した。エバンスブルーにより青色に染色された転移性腫瘍を観察し、その数を
計測した。 
 
2.14. 毒性の検討 
  健常な ddYマウス（雄性、6週齢）に、free THP（5 mg/kg）は 1回、SMA-THP conjugate
（10または 30 mg/kg THP当量）は 1日空けて 2回静脈注射した。最終投与から 36時間後、
1 週間後、2週間後にマウスをジエチルエーテル麻酔により安楽死させ、血液を採取し、白
血球、赤血球、ヘモグロビン、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST）、アラニ
ントランスフェラーゼ（ALT）、乳酸脱水素酵素（LDH）、クレアチンキナーゼ（CK）、血液
尿素窒素（BUN）、クレアチニン（CRE）について評価した。 
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3. 実験結果 
 
3.1. SMA-THP conjugateの合成 
  Figure 19 に SMA-THP conjugate の合成スキームを示した。本研究では 200 mg の SMA
と 100 mgの THPから 225 mgの SMA-THP conjugateが得られた。SMA-THP conjugateの THP
含有量は、30%（wt/wt）であり、1本の SMA（平均分子量 1600）に対して、THP 分子（分
子量 627）が 1つ結合していることが示唆された。 
 
Figure 19. Synthesis of SMA-THP conjugate. Chemical structures and conjugation 
pathway. 
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HPLC を用いたゲル浸透クロマトグラフィー（カラム：Asahipak GF-310 HQ column、分
離溶媒：DMF）によって、SMA-THP conjugate は元の free THP と比べ、明らかに大きな分子
となっていることが分かり、さらに元の free THP や分解物などを含んでいないことが分か
った（Fig. 20A）。また、カラムを CAPCELL PAK C18 column、分離溶媒を 1% 酢酸／アセト
ニトリル（50/50）に変えたときも同様の結果が得られ、SMA-THP conjugate は free THP を
含んでいないことを明らかにした（Fig. 20B）。 
 
Figure 20. Gel permeation chromatography of free THP and SMA-THP conjugate by 
using HPLC. Eluate was monitored at 480 nm for THP. (A) HPLC analyses of free THP 
and SMA-THP conjugate by using Asahipak GF-310 HQ column with DMF as eluate. 
(B) HPLC analyses of (B-i) free THP, (B-ii) SMA-THP conjugate, and (B-iii) mix of 
free THP and SMA-THP conjugate by using CAPCELL PAK C18 column with 1% 
acetic acid/acetonitrile mixture (50:50). 
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  続いて、TNBS 法で SMA-THP conjugate中の遊離アミノ基を検出定量したところ、アミ
ノ基は検出されなかった（Fig. 21）。この SMA-THP conjugateは水溶液中で conjugateが多数
集まり会合体を形成すると考えられるが（cf. Fig. 22）、界面活性剤ラウリル硫酸ナトリウム
（SDS）を添加することでその会合体は崩壊する（cf. Fig. 23A）。そこで、5% SDS添加時に
も SMA-THP conjugate 中のアミノ基の検出を TNBS 法で試みた結果、アミノ基は検出され
なかった（Fig. 21）。これらのことより THP 由来のアミノ基は、SMA との結合で消費され
たと考えられる。 
  また、この SMA-THP conjugateは高い水溶性を示し、PBS（pH 7.4）に 150 mg/mL（free 
THPとして 45 mg/mL）以上の濃度で溶解することが分かった。 
 
Figure 21. Detection of amino group in free THP and SMA-THP conjugate, measured 
by TNBS method. 
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3.2. 水溶液中における SMA-THP conjugateの会合体形成とアルブミン結合能 
  水溶液中での SMA-THP conjugate の挙動を、まず DLS を用いて検討したところ、PBS
（pH 7.4）中で平均粒子径 18.9 ± 10.0 nmの粒子が形成されていることが示された（Fig. 22A）。
このことから、多数の SMA-THP conjugate分子が集合し、会合体を形成していると考えられ
る。ゼータ電位は PBS（pH 7.4）中で-32.38 mV であり、SMA のみの場合は約- 40 ~ 50 mV
なので負電荷の減少が見られた。 
  次に、ゲルろ過クロマトグラフィーを用いて水溶液中における挙動を解析した。PBS
（pH 7.4）中で 1つの粒子として存在することが示され（Fig. 22B、SMA-THP conjugate alone 
(no BSA)）、その見かけの分子量は 62 kDaと算出された（Fig. 22C）。 
  SMA の重要な特性としてアルブミン結合能があり、薬剤の高分子化に有用である(64)。
そこで、SMA-THP conjugate のアルブミン結合能を、ウシ胎児血清アルブミン（BSA）とゲ
ルろ過クロマトグラフィーを用いて検討した。PBS（pH 7.4）中に、SMA-THP conjugateは 2 
mg/mL、BSA は 1 mg/mLまたは 10 mg/mLになるように調製し、10分間インキュベーショ
ン後、ゲルろ過クロマトグラフィーを行った。SMA-THP conjugate はアルブミンとの結合能
を示し、より大きな分子となり、アルブミン結合体を形成することが分かった（Fig. 22B）。
そのアルブミン結合体の量は BSA の濃度依存的に増加した（Fig. 22B）。また、10 mg/mLの
BSA存在下での結果を用いて、アルブミン結合体の見かけの分子量を求めたところ、140 kDa
と算出された（Fig. 22C）。 
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Figure 22. DLS analysis and gel filtration chromatography of SMA-THP conjugate. 
(A) The hydrodynamic diameter of SMA-THP conjugate at 2 mg/mL in PBS (pH 7.4), 
measured by DLS. (B) Gel filtration chromatography of SMA-THP conjugate in the 
presence of different concentrations of BSA by using Sephacryl S-200 with PBS (pH 
7.4) as eluate. Eluate was monitored at 480 nm for THP. (C) Results of gel filtration 
chromatography. The apparent molecular weight of SMA-THP conjugate in the 
presence or absence of BSA was calculated by the calibration curve based on partition 
coefficient (Kav) using molecular weight standard markers. 
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  THP は蛍光物質であり、励起されることで蛍光を発するが（励起波長 480 nm、最大蛍
光波長 590 nm）、PBS（pH 7.4）中での SMA-THP conjugate の蛍光は free THP と比較して 15%
ほどに抑制されており、蛍光の消光が見られた（Fig. 23）。この蛍光消光は、界面活性剤 SDS
を添加することで解消され、5% SDS存在下では free THP の約 70%まで蛍光が回復した（Fig. 
23A）。本検討で用いた 0.05% SDS は臨界ミセル濃度（CMC）以下であるが、CMC 以下の界
面活性剤によっても conjugate の会合体が崩壊し、蛍光消光が解消されることが知られてい
る(45)。また SDS より効果は弱いものの、尿素添加時も蛍光解消が見られ、9 M 尿素存在下
では free THP の約 30%まで回復した（Fig. 23B）。一方、free THP の蛍光は SDS や尿素存在
下においても変化は見られなかった（data not shown）。これらのことから、SMA-THP conjugate
上の THP は主に、THP 同士や SMA のスチレン環との疎水性相互作用や π-π 相互作用によ
り、水溶液中で強固なスタッキング構造を形成していることが示唆され、その結果、THP の
蛍光が消失すると考えられる。また、一部水素結合も関与していると考えられる。このよう
な蛍光消光の特徴は、これまでに本研究グループで開発した薬物内包型 SMA ミセルにおい
ても報告されている(62,65)。 
  また、BSA 添加時では SMA-THP conjugate の蛍光消光の回復が見られなかった（Fig. 
23C）。このことから、SMA-THP conjugateは会合体構造を崩壊させることなく会合体のまま
アルブミンと結合すると考えられる。 
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Figure 23. Fluorescence spectra of SMA-THP conjugate in PBS (pH 7.4) in the presence 
of different concentrations of (A) SDS, (B) urea, and (C) BSA. 
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3.3. SMA-THP conjugateの細胞毒性 
  HeLa 細胞または colon 26細胞に対する SMA-THP conjugateの細胞毒性評価は、72時間
処理後にMTT 法を用いて行った。HeLa 細胞に対して、SMA-THP conjugateは濃度依存的な
細胞毒性を示し、IC50 は 22 μM（THP 当量）であったが、free THP はより細胞毒性が強く
IC50 は 0.17 μM であった（Fig. 24A）。同様の結果が colon 26 細胞でも見られ、SMA-THP 
conjugateの IC50は 12.6 μM、free THP の IC50は 0.02 μMであった（Fig. 24B）。どちらの腫瘍
細胞に対しても、SMA-THP conjugateの細胞毒性は free THP の 1/100以下であった。また、
THPが結合していない SMA単独では、本試験で用いた濃度範囲で colon 26細胞に対して細
胞毒性を示さなかった（data not shown）。 
 
Figure 24. In vitro cytotoxicity of free THP and SMA-THP conjugate against (A) HeLa 
cells and (B) colon 26 cells. Cells were treated with free THP and SMA-THP conjugate 
for 72 h, and then MTT assay was carried out to quantify viable cells. Values are means 
± S.E. 
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3.4. SMA-THP conjugateの細胞内取り込み 
  HeLa細胞を用いて SMA-THP conjugateの細胞内取り込みに関する検討を行った。Figure 
25A に示すように、SMA-THP conjguate の細胞内取り込みは free THP より遅く、処理から
120分後時点で、その取り込み量は free THP の 1/40程度であった。我々は以前に、SMA の
マレイン酸残基が酸性条件下では分子型となり、SMANCS®の細胞内取り込みを向上させる
ことを報告しているが(74)、SMA-THP conjugate の細胞内取り込みが腫瘍の酸性環境で改善さ
れるか否かについては、今後の検討を要する。 
  続いて、細胞内に取り込まれた SMA-THP conjugateについて、細胞から抽出後、HPLC
を用いて解析した。Figure 25B-i には、6 時間処理後に細胞内に取り込まれた free THP を
HPLC で解析した結果を示した。次に SMA-THP conjugate を解析すると、10 時間後におい
て free THPのピークは検出されず、SMA-THP conjugate のピーク（6. 275 分）のみ検出され
た（Fig. 25B-ii）。さらに、40時間後においても同様に free THP のピークは検出されなかっ
た（Fig. 25B-iii）。また、SMA-THP conjugate処理から 40時間後では死滅している細胞も観
察された。 
 
Figure 25. (A) Intracellular uptake of free THP and SMA-THP conjugate in HeLa cells. 
Values are means ± S.E. (n = 3). The inset shows intracellular uptake of SMA-THP 
conjugate with magnified scale. (B) HPLC analyses of (B-i) free THP at 6 h, SMA-THP 
conjugate (B-ii) at 10 h and (B-iii) 40 h in HeLa cells after each treatment. 
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3.5. SMA-THP conjugateの体内動態 
  体内動態は S-180 腫瘍担がんマウスを用いて検討した。Figure 26Aに静脈投与後の free 
THPおよび SMA-THP conjugateの血中滞留性を示す。Free THP は静脈投与後、血中から速
やかに消失していった。一方、SMA-THP conjugateは血中滞留性が向上しており、その AUC
（48時間後まで）は free THPの 24.5倍であった。次に、free THPと SMA-THP conjugateの
組織分布を検討した（Fig. 26B）。投与から 24 時間後、free THP は脾臓に最も多く集積し、
次に肝臓であった。腫瘍への集積は少なく、脾臓への集積の約 13%であった。一方、SMA-
THP conjugateも肝臓への集積は多かったが、多くの正常組織よりも腫瘍への集積が多かっ
た。肝臓への集積が多いことは、同じく SMA を用いている SMANCS®や、その他の高分
子化薬剤でも見られるもので、細網内皮系による取り込みが原因とされている(5,9)。また、
腎臓への集積が多いが、SMA-THP conjugate 自体は分子サイズが大きくなく（分子量 ~ 
2200）、会合体から外れた conjugate は腎臓から排泄されやすい分子サイズになってしまう
ことが原因として考えられる。 
  SMA-THP conjugateの腫瘍集積は、free THPと比較すると 8.4倍になっていた（Fig. 26B）。
また、肝臓、脾臓、腎臓といった正常組織に集積した SMA-THP conjugateの濃度は、時間経
過と共に減少し、投与から 72時間後の濃度は 24時間後の濃度と比較するとそれぞれ 24.5%、 
27%、19%まで減っていた（Fig. 26C）。一方、腫瘍組織では、時間経過に伴う濃度の減少は
正常組織より少なく、投与から 72時間後の濃度は、24時間後の濃度の 75%であり、生体内
で最も高い濃度となった（Fig. 26C）。 
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Figure 26. Pharmacokinetics of free THP and SMA-THP conjugate at 10 mg/kg of THP 
equivalent after i.v. administration in S-180 tumor bearing ddY mice. Values are mean 
± S.E. (n = 3). (A) Blood levels of both drugs after i.v. administration. The inset shows 
blood levels of both drugs after i.v. administration with magnified scale. *p < 0.05, 
significant differences from free THP, according to Student's t test. (B) Tissue 
distribution of both drugs at 24 h after i.v. administration. *p < 0.05, significant 
differences, according to Student's t test. (C) Tissue distribution of SMA-THP 
conjugate at 24 h, 48 h, and 72 h after i.v. administration. *p < 0.05, significant 
differences, according to Student's t test. 
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  また健常 SDラット（雄性、6週齢）に SMA-THP conjugateを静脈投与し、リンパ節（腸
間膜リンパ節）、骨髄（大腿骨由来）を含む正常組織への分布を検討した（Fig. 27）。投与 24
時間後では、血中滞留性および肝臓集積性は SMA-THP conjugate の方が free THP より高か
ったが、脳、肺への集積性は SMA-THP conjugateでは減っていた（Fig. 27A）。その他の正常
組織への集積性は free THP と SMA-THP conjugate で有意な差は見られなかった。重要な知
見は、肝臓や腎臓、骨髄などの正常組織へと分布した SMA-THP conjugateは、時間経過と共
に速やかに消失していくことである（Fig. 27B）。この結果は、担がんマウスを用いた場合
（Fig. 26C）と同様の結果であり、正常組織に分布した高分子の SMA-THP conjugateはリン
パ系による回収で排泄されるためと考えられる。一方、腫瘍組織ではリンパ系が未発達であ
ることから、腫瘍組織に集積した SMA-THP conjugate が高い滞留性を示すことができたと
考えられる（Fig. 26C）。 
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Figure 27. Pharmacokinetics of SMA-THP conjugate at 10 mg/kg of THP equivalent 
after i.v. administration in healthy SD rats. Values are mean ± S.E. (n = 3). *p < 0.05, 
significant differences, according to Student's t test. (A) Relative amount ratio in each 
tissue at 24 h after i.v. administration of free THP and SMA-THP conjugate. 
Fluorescence intensity in each tissue was divided by total fluorescence intensity in all 
tissues. (B) Comparison of tissue distribution of SMA-THP conjugate at 24 h and 72 h 
after i.v. administration. 
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3.6. SMA-THP conjugateの in vivo抗腫瘍効果 
  SMA-THP conjugateの in vivo抗腫瘍効果について、colon 26および S-180担がんマウス
を用いて検討した。Figure 28A に示すように colon 26 担がんマウスに対して SMA-THP 
conjugate（10 mg/kg THP当量あるいは 30 mg/kg THP 当量）を 1回静脈投与すると、投与量
依存的な増殖抑制効果が見られた。また投与後の体重減少は無く、毛並みの変化など明らか
な副作用も見られなかった（Fig. 28B）。一方、free THP も抗腫瘍効果を示したが（Fig. 28A）、
投与量の 5 mg/kgはほぼ最大耐量（maximum tolerable dose、MTD）とされており、投与後に
体重減少が見られた（Fig. 28B）。 
  また、SMA-THP conjugate の投与によって colon 26の肺の転移巣が減少したことが分か
った（Fig. 28C、D）。SMA-THP conjugate投与から 40日目（腫瘍接種から 50日目）に、エ
バンスブルーを静脈投与し、24 時間後に肺を観察したところ、EPR 効果によってエバンス
ブルーが転移巣に集積し、青く染色された（Fig. 28C）。未治療群のマウスの肺では、青く染
色された転移巣が数多く見られたが、SMA-THP conjugate（30 mg/kg THP 当量）投与群のマ
ウスでは、青く染色された肺転移巣が有意に減少していることが分かった（Fig. 28C、D）。
一方、free THP（5 mg/kg）治療後では肺転移巣の数に有意差は見られず、明らかな効果は見
られなかった（Fig. 28C、D）。また、治療開始時にあたる腫瘍接種から 10 日目にエバンス
ブルーを用いて肺を観察したが、肉眼で観察できる転移巣は確認できなかった（data not 
shown）。 
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Figure 28. Effect of SMA-THP conjugate on the growth and lung metastasis of colon 
26 tumor in male BALB/cCrSlc mice in vivo. Values are means ± S.E. (n = 4-5). (A) 
Antitumor effect of SMA-THP conjugate in colon 26 tumor bearing mice. Mice were 
treated by free THP at 5 mg/kg and SMA-THP conjugate at 10 or 30 mg/kg of THP 
equivalent. Vertical arrows indicate injection time of drugs. (B) Body weight change of 
the mice after treatment above (A). Vertical arrows indicate injection time of drugs. 
Symbols in (B) are same as in (A). (C) Lung specimens in colon 26 tumor bearing mice 
on 51 day after tumor inoculation in the dorsal skin. Metastatic tumors in the lung 
were visualized by i.v. injection of Evans blue on 50 day after tumor inoculation. 
Arrows indicate metastatic tumors. (D) The number of metastatic tumors in the lung 
for each group. *p < 0.05, significant differences, according to Student's t test. 
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  続いて、S-180担がんマウスに SMA-THP conjugate（10 mg/kg THP 当量あるいは 30 mg/kg 
THP当量）を 2回静脈投与し、抗腫瘍効果を検討した（Fig. 29）。投与量依存的な抗腫瘍効
果が見られ、体重減少も見られなかった（Fig. 29A、B）。いずれの投与群においても、5匹
中 3 匹のマウスで腫瘍の消失が見られ、その後明らかな再発は見られず 120 日以上生存し
続けた（Fig. 29C）。また、free THP（10 mg/kg）も同様に、S-180担がんマウスに 2回静脈投
与したが、その後 1週間以内に全てのマウスは死亡した。 
 
Figure 29. Antitumor effect of SMA-THP conjugate against S-180 tumor in male ddY 
mice in vivo. Vertical arrows indicate injection time of drugs. Values are means ± S.E. 
(n = 5). (A) Antitumor effect of SMA-THP conjugate in S-180 tumor bearing mice. 
Mice were treated by SMA-THP conjugate at 10 or 30 mg/kg of THP equivalent. (B) 
Body weight change of ddY mice after treatment above (A). (C) Survival rate of S-180 
bearing ddY mice after treatment above (A). Symbols in (B) and (C) are same as in (A). 
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3.7. SMA-THP conjugateの静脈投与後の毒性評価 
  健常 ddY マウス（雄性、6週齢）に SMA-THP conjugate（50、100、または 150 mg/kg THP
当量）を投与したところ、150 mg/kg THP 当量の場合に数日間、体重の減少が続いたが、そ
の後回復した（Fig. 30）。マウスの死亡は見られなかった。このことから、SMA-THP conjugate
の MTDは 150 mg/kg THP 当量以上であることが示唆され、free THP の 30倍以上に相当す
ることが明らかになった。本検討において free THP の場合、colon 26担がんマウスに 5 mg/kg
を 1回投与時で体重減少が見られ（cf. Fig. 28B）、S-180担がんマウスに 10 mg/kg を 2回投
与時では、1 週間以内に全てのマウスが死亡しており、free THP の強い毒性は SMA-THP 
conjugateにすることで低減されていると考えられる。 
 
Figure 30. Percent change of body weight of healthy normal male ddY mice after 
administration of different doses of SMA-THP conjugate (50, 100, or 150 mg/kg of THP 
equivalent). Vertical arrow indicates injection time of drugs. Values are means ± S.E. 
(n = 5). 
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  また、健常 ddY マウスに free THP（5 mg/kg を 1回）、または SMA-THP conjugate（10あ
るいは 30 mg/kg THP 当量を 2回）投与したときの血球や正常組織に与える影響について検
討した。その結果を Table 6 に示す。SMA-THP conjugate はいずれの投与量においても、赤
血球数、白血球数、ヘモグロビン、そして腎機能に影響は見られなかった。しかしながら、
free THPでは、投与から 1週間後および 2週間後で、赤血球数の有意な抑制が見られた。高
投与量（30 mg/kg THP 当量 × 2）の SMA-THP conjugate で、ASTがわずかに上昇していた
が、これは SMA-THP conjugate の高い肝臓集積性が影響した可能性が考えられる（cf. Fig. 
26B）。また、同じく高投与量の SMA-THP conjugateで CKのわずかな上昇が見られたが、時
間経過と共に低下し、投与量が 1/12量である free THP（5 mg/kg × 1）より CKの上昇が少な
いことから、心毒性は軽減されていると考えられる。 
 
Table 6. Influence of free THP and SMA-THP conjugate on hematology and liver, heart, kidney 
functions.  
  WBC RBC Hb AST ALT LDH CK BUN CRE 
Dose of drugs Time after i.v. (102/μL) (104/μL) (g/dL) (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) 
Control (no drug)  67.0 ± 12.7 1017.3 ± 31.0 15.2 ± 0.3 32.3 ± 2.0 26.3 ± 2.3 170.3 ± 19.5 40.0 ± 5.6 31.4 ± 2.9 0.11 ± 0.01 
Free THP† 36 h 42.5 ± 4.7 971.8 ± 22.0 14.8 ± 0.3 48.3 ± 5.9 33.3 ± 2.2 214.3 ± 29.3 126.3 ± 18.9* 26.1 ± 1.2 0.11 ± 0.01 
(5 mg/kg × 1) i.v. 1 week 59.3 ± 13.4 844.5 ± 45.1* 12.7 ± 0.7* 50.0 ± 5.5* 29.5 ± 4.7 366.5 ± 115.7 77.8 ± 10.5* 24.5 ± 3.9 0.12 ± 0.01 
 2 weeks 60.7 ± 6.9 926.0 ± 10.6* 13.7 ± 0.5 40.0 ± 4.0 26.3 ± 1.5 233.0 ± 35.1 54.7 ± 10.5 28.5 ± 3.5 0.12 ± 0.02 
SMA-THP conjugate‡ 36 h 70.3 ± 3.4 967.8 ± 22.0 14.9 ± 0.2 52.3 ± 8.1 43.0 ± 12.7 200.3 ± 26.1 79.0 ± 22.0 32.8 ± 1.9 0.13 ± 0.01 
(10 mg/kg of THP 1 week 67.3 ± 12.0 960.0 ± 15.3 14.4 ± 0.4 42.3 ± 3.8 31.7 ± 2.2 217.7 ± 12.8 70.0 ± 13.9 24.7 ± 0.8 0.09 ± 0.00 
equivalent × 2) i.v. 2 weeks 71.3 ± 9.5 997.0 ± 43.7 15.1 ± 0.2 38.7 ± 3.2 29.7 ± 2.2 157.7 ± 6.4 63.7 ± 21.3 22.1 ± 1.8 0.09 ± 0.00 
SMA-THP conjugate§ 36 h 47.0 ± 9.0 926.5 ± 55.5 14.4 ± 0.5 70.0 ± 6.8* 36.0 ± 5.4 209.5 ± 29.2 82.0 ± 5.3* 26.2 ± 3.1 0.12 ± 0.01 
(30 mg/kg of THP 1 week 55.3 ± 1.8 964.0 ± 23.4 14.1 ± 0.5 45.3 ± 0.9* 27.7 ± 1.9 196.3 ± 14.9 51.3 ± 2.8 28.3 ± 1.6 0.10 ± 0.01 
equivalent × 2) i.v. 2 weeks 78.7 ± 9.9 1002.7 ± 25.7 14.9 ± 0.4 46.3 ± 3.8* 31.3 ± 0.9 211.3 ± 35.9 58.0 ± 8.0 26.7 ± 1.3 0.11 ± 0.01 
†Free THP was given i.v. only once. THP at 5 mg/kg is about MTD. ‡10 mg/kg of THP equivalent 
was given i.v. twice on day 1 and 3. Total dose was 20 mg/kg of THP equivalent. §30 mg/kg of 
THP equivalent was given i.v. twice on day 1 and 3. Total dose was 60 mg/kg of THP equivalent. 
Blood analyses were carried out at 36 h, one and two weeks after last drug administration. Values 
are means ± S.E. (n = 4). *p < 0.05, significant differences from untreated control group, 
according to Student's t test. Hb, hemoglobin; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine 
aminotransferase; LDH, lactate dehydrogenase; CK, creatine kinase; BUN, blood urea nitrogen; 
CRE, creatine. 
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4. 考察 
  SMA-THP conjugate は、水溶液中で会合体（見かけの分子量は 62 kDa）やアルブミン結
合体（見かけの分子量は 140 kDa）を形成することで、SMA-THP conjugate 自体の分子量（~ 
2200）より大きな分子として挙動できることが示唆された（Fig. 22）。SMAのアルブミン結
合能は、薬剤の高分子化と血中滞留性の向上に重要である(64,75)。アルブミンは血中に大量に
存在し、多くの SMA-THP conjugateがアルブミン結合体となることが期待される。実際に、
free THPと比較すると血中滞留性の向上や EPR 効果に基づく高い腫瘍集積性を示した（Fig. 
26A、B）。また SMA-THP conjugateは、腫瘍組織には長時間高い濃度で滞留するものの（EPR
効果）、肝臓や腎臓、骨髄などの正常組織からは時間経過と共に速やかに消失していった（Fig. 
26C、27B）。このように、SMA-THP conjugateが優れた体内動態を示すことから、明らかな
副作用はなく、高い in vivo抗腫瘍効果を発揮できたと考えられる（Fig. 28、29）。また SMA-
THP conjugate は投与後に血球数、心機能、肝機能、腎機能に大きな影響を与えないことか
らも、free THP と比べ、低毒性であることが示唆された（Table 6）。 
  高分子化抗がん剤の体内分布は、例えば表面電荷の影響を受け、負電荷あるいは正電荷
が強い場合、肝臓に集積しやすいことが報告されている(76,77)。SMA-THP conjugate の会合体
の表面電荷は-32.38 mV であり、負電荷を帯びている。しかし、SMAのカルボキシル基は容
易に修飾が可能で、正電荷を有する分子で修飾するなどして表面電荷を中性に近づけるこ
とも可能であると考えられる。またリファンピシンが、肝臓のトランスポーターを介した薬
剤の取り込みを抑制することが報告されている(78)。これらのことが SMA-THP conjugate の
肝臓取り込みの抑制に有効か否かについては、今後の検討課題である。 
  SMA-THP conjugate の細胞毒性は、free THP の 1/100以下であり（Fig. 24）、原因の一つ
として、free THP と比べると SMA-THP conjugate の細胞内取り込みが遅いことが考えられ
る（Fig. 25A）。また、SMA-THP conjugate が完全な conjugate のまま細胞に取り込まれ、細
胞内においても free THPの放出が見られないこと（Fig. 25B-ii、iii）も、細胞毒性が低い原
因の一つと考えられる。 
  また、free THP の放出がないことから、SMA-THP conjugateは free THPの放出が無くと
も抗腫瘍活性を発揮できることが示唆された。薬物を非切断性の結合でポリマーと結合さ
せた場合でも、薬物の放出がないまま細胞毒性を発揮することが報告されている(79)。しか
し、一般的にポリマー結合型薬剤は元の薬物より細胞毒性が低いことが知られており(80)、こ
れらの特徴は SMA-THP conjugateの特徴と一致する。また、細胞毒性が低いことは、正常組
織からのクリアランスが速いこと（Fig. 26C、27B）と共に、SMA-THP conjugate の毒性が低
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いこと（Fig. 28、29、Table 6）の要因と考えられる。一方腫瘍組織では、例えば IC50以上の
高い濃度で長時間滞留できるため、抗腫瘍活性が発揮できると考えられる。 
  腫瘍細胞はアルブミンを積極的に取り込み、アミノ酸やエネルギーの供給源とするこ
とが知られているが、アルブミン結合型薬剤はこの取り込み経路によって腫瘍細胞内に取
り込まれることが報告されている(81,82)。SMA-THP conjugateも、アルブミン結合型薬剤と同
様の経路で細胞内に取り込まれ、その後リソソーム内などでのアルブミンの分解と共にア
ルブミンから脱離し、続いて会合体構造の崩壊が起こり、抗腫瘍効果を発揮するメカニズム
が考えられる。また本研究グループでは、レシチンなどの細胞膜構成成分によってミセル構
造が崩壊することを明らかにしており(39)、SMA-THP conjugateが腫瘍細胞に取り込まれる過
程で、細胞膜構成成分によって会合体構造が崩壊することも考えられる。 
  臨床におけるがん治療において、がん転移の予防や治療は極めて難しく、転移性がんは
化学療法や放射線療法に対して耐性を示す場合も見られ、再発や死亡の大きな原因となる。
本検討での重要な知見として、colon 26 担がんマウスに SMA-THP conjugate を投与すると、
移植した皮下腫瘍（原発巣）の増殖抑制だけでなく、肺の転移巣の減少も同時に見られたこ
とが挙げられる。 
  我々はすでに、SMANCS®が高いリンパ移行性と EPR 効果による高い腫瘍集積性を示
し、リンパ節転移の抑制効果を発揮することを報告している(83–85)。また、200 μmほどの小
さな腫瘍であっても、EPR 効果が見られることも報告している(86–88)。本検討でも、colon 26
腫瘍の肺転移巣に、EPR 効果によってエバンスブルーが選択的に集積することが観察され
（Fig. 28C）、転移巣においても EPR効果が十分に見られるという重要な知見である。 
  SMA-THP conjugate による治療開始時点（colon 26腫瘍接種から 10日目）において、肉
眼的には肺転移巣は確認できなかったが、SMA-THP conjugateが小さな転移巣に集積した可
能性も考えられる。しかしながら、SMA-THP conjugateによって接種した皮下腫瘍（原発巣）
の増殖を抑制したことも要因と考えられる。がん転移に対する SMA-THP conjugate の効果
については、さらなる検討が必要である。 
  また SMA 結合型薬剤は、マクロファージや T 細胞、ナチュラルキラー細胞の活性化
や、インターフェロンの誘導などといった免疫賦活作用を発揮することが報告されている
(89–92)。SMA 結合型高分子化抗がん剤にはこのような効果も期待でき、低分子抗がん剤の高
分子化と共に注目すべき特性である。 
  以上の結果より、SMA-THP conjugateは腫瘍選択的に効果を発揮する副作用の少ない高
分子化 THP 製剤になりうると期待される。  
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第 4章 ポリヒドロキシプロピルメタクリルアミド（PHPMA）結合型ピラルビシンの体内
動態および抗腫瘍効果の検討 
 
1. 背景 
  ポリヒドロキシプロピルメタクリルアミド（Poly(N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide、
PHPMA）は水溶性のポリマーで、毒性や免疫原性が低く生体親和性を有している(93)。この
PHPMA は、分子量 4万（40 kDa）以上になると長時間高い濃度で血中に滞留できるように
なり、EPR 効果によって腫瘍に選択的に集積することが知られている(94)。例えば、パクリ
タキセルやドキソルビシン（DOX）などの低分子抗がん剤を PHPMA と結合させた高分子
化抗がん剤など、多くの研究がなされている(93,95,96)。元の低分子抗がん剤と比較すると、こ
れら PHPMA 結合型抗がん剤では血中滞留性や腫瘍集積性の向上、さらには治療効果の向
上や副作用の低減などといった成果が得られている。 
アントラサイクリン系抗がん剤ピラルビシン（THP）は、DOX よりも細胞内取り込み
が速いことや心毒性が少ないことなど優れた特徴を有している(58–60)。我々の研究グループ
では、これら THP の特徴に注目し、PHPMA結合型 THP（P-THP）の設計と評価に取り組ん
できた。これまでに、平均分子量約 4万（40 kDa）の P-THP（40P-THP、サイズ：8.2 ± 1.7 
nm、ゼータ電位：0.62 ± 1.6 mV）を合成し、free THP と体内動態などを比較した(12)。元の
free THPは血中から速やかに消失した一方で、40P-THP は血中滞留性が大幅に向上し、EPR
効果に基づき、高い濃度で腫瘍組織に集積した。さらに肝臓などの正常組織への集積は少な
く、40P-THP は腫瘍選択的な集積性を示した。 
PHPMA や PEG などを用いたポリマー結合型薬剤では、細胞内取り込みの低下および
それに伴う治療効果の減弱がしばしば見られる（i.e. PEG ジレンマ）(10,11)。40P-THP では、
酸性条件で切断されやすいヒドラゾン結合を介して THP を PHPMA と結合させている(12)。
酸性環境（pH 7 以下）とされている腫瘍組織に集積後、free THP が効率的に放出されるよ
うにして、細胞内取り込みの改善を図った。実際に、40P-THP のままでは細胞内に取り込ま
れにくく、細胞内に取り込まれているものの多くは、細胞外で 40P-THP から放出された free 
THP であることが判明している。また、40P-THP を担がんマウスに投与すると、正常組織
よりも腫瘍組織内に free THP が多いこと、そして長時間蓄積することが分かった。その結
果、40P-THP は free THP よりもはるかに高い抗腫瘍効果を発揮した。さらに、free THP で
は体重減少が見られた投与量において、40P-THP では体重減少などの副作用はなく、副作用
の低減が見られた。 
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  PHPMA 結合型抗がん剤の腫瘍集積性を向上させる方法として、分子量を大きくする方
法が挙げられる(97,98)。これまでにデンドリマーを利用した平均分子量約 40万（400 kDa）の
P-THP（400P-THP、サイズ：25.9 ± 12.5）の腫瘍集積性や抗腫瘍効果が、40P-THP より優れ
ていることを報告している(13)。しかしながら、毒性も強くなってしまい、治療の際、体重減
少が見られることが分かった。そこで、低毒性であり、高い抗腫瘍効果を発揮する P-THP の
開発が望まれる。 
PHPMA結合型抗がん剤の分子量を大きくする手法としては、平均分子量約 4 ~ 5万の
PHPMA 結合型薬剤をジスルフィド結合で連結させた diblock型も開発されている(99,100)。こ
の diblock型は血中では安定だが、還元状態でジスルフィド結合が切断され、腎排泄を受け
る大きさ（分子量約 4 ~ 5万以下）まで小さくなる。これにより、体内にポリマーが蓄積す
るのを防ぐことができる。この diblock型には、例えば PHPMA 結合型 DOX（P-DOX）の研
究が報告されており、平均分子量約 4万の P-DOXと比較すると、diblock 型である平均分子
量約 8万の P-DOXの方が、血中滞留性、腫瘍集積性、抗腫瘍効果など、全ての点で優れて
いることが明らかにされている(101)。 
  そこで、低毒性かつ高い抗腫瘍効果を発揮する P-THP 開発を目指し、diblock型の 90P-
THP（平均分子量 93000）を合成し、40P-THP（平均分子量 39000）と体内動態や抗腫瘍効果
などを比較検討した。 
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2. 実験材料および実験方法 
 
2.1. 実験材料 
  Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)、ペニシリン G、ストレプトマイシン、塩酸、
クロロホルム（以上、Wako Pure Chemical）、ウシ胎児血清（FBS）（GIBCO）、3-(4,5-dimethyl-
2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide（MTT）（Dojindo Chemical Laboratories）。その
他の試薬類は、市販の特級品を用いた。 
 
2.2. 40P-THPおよび 90P-THPの合成 
平均分子量 39000である 40P-THPおよび平均分子量 93000である diblock型の 90P-THP
は、チェコ共和国 科学アカデミー高分子化学研究所より供与していただいた。合成は、以
前報告された P-DOX の合成法(101)に準じ、DOXの代わりに THP を用いた。 
 
2.3. ゲルろ過クロマトグラフィー 
ゲルろ過クロマトグラフィーは島津 HPLCシステムを用いて行い、カラムは OHpak SB-
804 HQ column (8.0 mm × 300 mm)（Showa Denko）を使用した。分離溶媒は PBS（pH 7.4）
を使用し、流速は 0.5 mL/min、溶出物は SPD-M20A フォトダイオード検出器を用いて THP
の 488 nmにおける吸光度を利用し検出した。 
 
2.4. 動的光散乱測定（dynamic light scattering; DLS） 
  PBS（pH 7.4）に各 P-THP をそれぞれ溶解させて 1 mg/mLに調整し、孔径 0.45 μmのシ
リンジフィルター（Advantec）を通したのち、動的光散乱装置（ELS-Z2、Otsuka Photal 
Electronics）を用いて、粒子径を測定した。 
 
2.5. P-THPからの free THP放出性 
  各 P-THP を 1 mg/mLになるように、0.1 M酢酸緩衝液（pH 5.5）や 0.1 Mリン酸緩衝液
（pH 6.0、pH 6.8、pH 7.4）に溶解させ 37 °Cでインキュベーションした。一定時間インキュ
ベーション後、150 μL取り 150 μLの 0.2 M重炭酸緩衝液（pH 9.8）と混ぜ、放出された free 
THPを抽出するため、1 mLのクロロホルムを加えてよく混合した。遠心後（8000 rpm、15
分）、クロロホルム層を 800 μL回収し乾燥させ、HPLC の分離溶媒で再溶解し、島津 HPLC
システムを用いて解析を行った。カラムは COSMOSIL 5C8-MS (4.6 mm × 150 mm) （Nacalai 
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Tesque）を使用し、カラムオーブンは 40 °C に設定した。分離溶媒はアセトニトリル／0.1 M
酢酸緩衝液（pH 5.0）（33/67）を使用し、流速は 1.2 mL/min で行い、RF-20AXS蛍光検出器
を用いて free THP の蛍光（励起波長 488 nm、最大蛍光波長 590 nm）を検出した。放出され
た free THPの定量は、既知濃度の free THPを用いて作成した標準曲線から算出した。 
 
2.6. 細胞培養 
細胞培養に用いた器具は全てオートクレーブや乾熱滅菌、あるいは電子線滅菌済みの
ものを使用し、溶液類の調製、希釈には滅菌した PBS（pH 7.4）を使用した。全ての操作は
クリーンベンチ内で無菌的に行った。 
  ヒト子宮頸がん細胞（HeLa細胞）は、細胞培養ディッシュ（φ = 100 mm、Corning）に
て、10 % FBS および抗生物質（ペニシリンＧ 100 unit/mL、ストレプトマイシン 100 μg/mL）
を添加した DMEMを用いて、5% CO2/95% Air、37 °C で静置培養した。およそ 3 ~ 4日毎に、
0.25% トリプシン処理により細胞をディッシュから剥離し、細胞を遠心操作（800 rpm、5分）
で回収し、10 倍希釈になるように継代を行った。また DMEM は pH 7.4 または pH 6.9 の 2
種類を使用したが、炭酸水素ナトリウムの添加量を変えること（pH 7.4 の場合は 3.7 g/L、
pH 6.9 の場合は 1.0 g/L）で調製した。 
 
2.7. 細胞毒性 
  HeLa 細胞を 96 ウェルプレート（Corning）に 3000 cells/wellになるように播種し、一晩
培養後に、free THP、40P-THP、90P-THP をそれぞれ加えた。72時間後に MTT 法により細
胞生存率を測定した。生細胞により生成されたホルマザン色素は DMSO で溶解させ、マイ
クロプレートリーダー（Infinite M200 PRO、Tecan）を用いて 570 nmの吸光度を測定した。 
 
2.8. 担がんマウスの作製 
  すべての動物実験は、崇城大学動物実験委員会および崇城大学における動物実験に関
する指針の下、行った。 
  S-180細胞は ddYマウス（雄性）の腹腔内に投与し、およそ 7 ~ 10日毎に継代培養した
ものを使用した。S-180担がんマウスは、生理食塩水にて 2 × 107 cells/mLに調整した S-180
細胞懸濁液を ddY マウス（雄性、6週齢）の背部の 2か所に、0.1 mL（2 × 106 cells）ずつ皮
下注射することで作製した。 
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2.9. 体内動態試験 
腫瘍の直径がおよそ 10 mm になった S-180 担がんマウスに、10 mg/kg（THP 当量）の
生理食塩水に溶解させた 40P-THP または 90P-THPを静脈投与し、一定時間後にジエチルエ
ーテル麻酔により安楽死させ、生理食塩水で灌流後、各臓器を摘出した。各臓器を秤量し、
臓器 100 mg あたりに 900 μLの PBS（pH 7.4）を加え、ホモジナイザーで組織を破砕し、200 
μLを取り THP を加水分解するため 200 μLの 2 M塩酸を加え、50 °C で 1時間処理した。処
理後、THP の加水分解物を抽出するため 700 μLのクロロホルムを加えよく混ぜた後、遠心
操作（10000 g、10分）し、500 μLのクロロホルム層を回収した。クロロホルムを乾燥させ
た後、HPLC の分離溶媒で再溶解し、島津 HPLC システムを用いて解析を行った。カラムは
COSMOSIL 5C8-MS (4.6 mm × 150 mm)を使用し、カラムオーブンは 40 °C に設定した。分離
溶媒はアセトニトリル／0.1 M酢酸緩衝液（pH 5.0）（33/67）を使用し、流速は 1.2 mL/min
で行い、RF-20AXS蛍光検出器を用いて free THP の蛍光（励起波長 488 nm、最大蛍光波長
590 nm）を検出した。各組織内の THP 濃度（P-THP と放出された free THP の合計濃度）の
定量は、同様の酸性処理を行った既知濃度の free THP を用いて作成した標準曲線から算出
した。 
 
2.10. 抗腫瘍効果試験 
腫瘍の直径がおよそ 4 ~ 6 mmになった S-180担がんマウスに、2または 5 mg/kg（THP
当量）の各 P-THP を静脈投与し、試験期間中の腫瘍体積および体重を測定した。腫瘍体積
はノギスを用いて長径 mm（L）、短径 mm（W）を測定し、計算式〔腫瘍体積（mm3）＝W2 
× L / 2〕により算出した。 
 
2.11. 正常組織への影響の検討 
  健常な ddY マウス（雄性、6 週齢）に各 P-THP（15 mg/kg THP 当量）を 1 回静脈注射
し、投与から 1日後、5 日後、10日後にマウスをジエチルエーテル麻酔により安楽死させ、
血液を採取し、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST）、アラニントランスフェ
ラーゼ（ALT）、乳酸脱水素酵素（LDH）、クレアチンキナーゼ（CK）、血液尿素窒素（BUN）、
クレアチニン（CRE）について評価した。 
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3. 実験結果 
 
3.1. 物理化学的特性 
  Figure 31 に 40P-THP および 90P-THP の構造を示した。90P-THP は 2 つの P-THP ユニ
ットがジスルフィド結合を介して連結されている。また、40P-THP および 90P-THP の物理
学的特性を Table 7にまとめた。平均分子量や多分散係数（PDI）はゲル浸透クロマトグラフ
ィー（Fig. 32）から算出し、40P-THP が 39000（PDI：2.10）、90P-THP が 93000（PDI：1.90）
であった。THP 含有量は 40P-THP が 10.0%（wt/wt）、90-THP が 10.4%（wt/wt）であった。
これらのデータは各 P-THP を合成したチェコ共和国 科学アカデミー高分子化学研究所よ
り提供していただいた。 
 
Figure 31. Structures of (A) 40P-THP and (B) 90P-THP. 
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Figure 32. Gel permeation chromatography of 40P-THP and 90P-THP. The average 
molecular weight (Mw) and the polydispersity of the conjugates was determined with 
a Shimadzu HPLC system equipped with RI, UV and multiangle light scattering 
DAWN EOS (Wyatt Co., USA) detectors using a TSKgel G3000SWXL column (7.8 mm 
× 300 mm, 5 μm) with a mobile phase consisting of 20% 0.3M acetate buffer (pH 6.5; 
0.5 g/L NaN3) and 80 % methanol at a flow rate of 0.5 mL/min. 
 
Table 7. Physicochemical characteristics of 40P-THP and 90P-THP. 
 Mean Mw 
Polydispersity index 
(PDI) 
THP content 
(%(wt/wt)) 
40P-THP 39000 2.10 10.0 
90P-THP 93000 1.90 10.4 
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  続いて、HPLC を用いたゲルろ過クロマトグラフィーによって、各 P-THP の水溶液中
における挙動を解析した結果、90P-THP の溶出時間は 40P-THP の溶出時間より早く、90P-
THPは水溶液中で 40P-THP より大きな分子として挙動できることが示唆された（Fig. 33A）。
また DLS によって PBS（pH 7.4）中での粒子サイズを解析した結果、90P-THP は 19.4 ± 7.9 
nmとなり（Fig. 33B）、40P-THP（8.2 ± 1.7 nm）(12)より大きいことが分かった。 
 
Figure 33. Molecular size of 40P-THP and 90P-THP. (A) Gel filtration chromatography 
by HPLC using PBS (pH 7.4) as eluate. (B) The hydrodynamic diameter of 90P-THP 
at 1 mg/mL in PBS (pH 7.4), measured by DLS. 
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3.2. P-THPからの free THPの放出性 
  P-THP 中の THP は、酸性条件で切断されやすいヒドラゾン結合を介して PHPMA と結
合されている。そこで、40P-THP および 90P-THP をそれぞれ各 pH の緩衝液中でインキュ
ベーショし、各 pH における P-THP からの free THP の放出性について検討した（Fig. 34）。
予想通り、より酸性条件下で free THP の放出量が多くなった。24時間後時点での 40P-THP
の free THP放出量は pH 7.4 で 18.1%、pH 6.8で 32.9%、pH 5.5で 60.2%であった。90P-THP
では pH 7.4で 21.1%、pH 6.8で 32.2%、pH 5.5で 62.8%と、40P-THP と同様の結果を示し、
有意差は見られなかった。また、pH 7 以下とされている腫瘍環境での free THP 放出性を検
討するため、40P-THP を用いて pH 6.0 における free THP の放出量も測定したところ、24時
間後で 55.4%と、pH 7.4 や pH 6.8 の場合より放出量が多かった。この知見は重要であり、
pH 7以下とされている腫瘍組織の酸性環境において、効率的な THP 放出が期待できると考
えられる。 
 
Figure 34. Release of free THP from 40P-THP and 90P-THP. 40P-THP or 90P-THP 
was incubated at different pHs at 37 °C respectively. At indicated time period, released 
free THP was determined by HPLC. Values are mean ± S.D. (n = 3). 
 
 
 
 
 
 
82 
 
3.3. 40P-THPおよび 90P-THPの細胞毒性 
  40P-THP と 90P-THPの細胞毒性は、異なる pH環境（pH 7.4または pH 6.8）で培養した
HeLa 細胞を用いて検討した。まず pH 7.4 での IC50は、free THPで 0.07 μg/mL、40P-THP で
0.52 μg/mL（THP 当量）、90P-THP で 0.56 μg/mL（THP 当量）となり、両 P-THP の細胞毒性
は free THPの約 1/8程度であった（Fig. 35A、Table 8）。続いて pH 6.8での IC50は、free THP
で 0.08 μg/mL、40P-THPで 0.44 μg/mL（THP 当量）、90P-THP で 0.35 μg/mL（THP 当量）と
なった（Fig. 35B、Table 8）。40P-THP および 90P-THP 共に、酸性条件下（pH 6.8）で中性条
件下（pH 7.4）より高い細胞毒性を示した。また、40P-THP と 90P-THP の細胞毒性を比較す
ると、 pH 7.4 および pH 6.8 において有意な差は見られず、両 P-THP は同様の細胞毒性を
示すことが分かった。 
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Figure 35. In vitro cytotoxicity of free THP, 40P-THP, and 90P-THP against HeLa cells 
at (A) pH 7.4 and (B) pH 6.8. Cells were treated with each THP derivatives for 72 h, 
and then MTT assay was carried out to quantify viable cells. Values are means ± S.E. 
 
Table 8. IC50 of free THP, 40P-THP, and 90P-THP against HeLa cells at different pHs (pH 7.4 
and pH 6.9). 
 IC50 (μg/mL of THP equivalent) 
 pH 7.4 pH 6.9 
Free THP 0.07 0.08 
40P-THP 0.52 0.44 
90P-THP 0.56 0.35 
Data are calculated from the results in Figures 35A and 35B. 
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3.4. 40P-THPおよび 90P-THPの体内動態 
  S-180腫瘍担がんマウスを用いて、40P-THP および 90P-THP の体内動態を検討した。本
検討では、40P-THP と 90P-THP で free THP の放出性が同じであったことから、P-THP と放
出された free THP の合計濃度を THP 濃度として測定した。Figure 36 に、S-180腫瘍担がん
マウスに 90P-THP を静脈投与してから 5、24、48、72 時間後の組織分布を示した。投与か
ら 72 時間後まで、血中および腫瘍組織内の THP 濃度は他の正常組織内の THP 濃度より高
いことが分かった。また投与から 24時間以降では、腫瘍組織内の THP 濃度が最も高く保た
れていることが分かった。 
 
Figure 36. Tissue distribution of 90P-THP at 10 mg/kg of THP equivalent after i.v. 
administration in S-180 tumor bearing ddY mice. Values are mean ± S.E. (n = 3). The 
level of THP conjugates in each tissue was shown as the concentration of total THP (i.e., 
the sum of released free THP and polymer-bound THP). 
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  次に 40P-THPと 90P-THPの血中滞留性を比較したところ、投与から 72時間後まで 90P-
THP の方が 40P-THP より血中濃度が高く保たれ、血中滞留性が向上していることが分かっ
た（Fig. 37A）。72時間後までの 90P-THP の AUCは、40P-THP の 1.7倍となった。続いて腫
瘍内の THP 濃度を比較した（Fig. 37B）。いずれの時間においても、90P-THP は 40P-THP よ
りも高い濃度で腫瘍に集積しており、90P-THP の腫瘍内濃度は 40P-THP と比較すると、24
時間後で 2.5倍、48時間後で 5.0倍、72時間後で 3.3倍であった。 
 
Figure 37. (A) Blood level and (B) tumor accumulation of 40P-THP and 90P-THP at 
10 mg/kg of THP equivalent after i.v. administration in S-180 tumor bearing ddY mice. 
(A) The inset shows blood level of both drugs after i.v. administration with magnified 
scale. The level of THP conjugates was shown as the concentration of total THP (i.e., 
the sum of released free THP and polymer-bound THP). Values are mean ± S.E. (n = 
3). *p < 0.05, significant differences, according to Student's t test.  
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3.5. 40P-THPおよび 90P-THPの in vivo抗腫瘍効果 
  S-180担がんマウスに、2または 5 mg/kg（THP 当量）の free THP、40P-THP、90P-THP
をそれぞれ静脈投与して抗腫瘍効果を検討した。いずれの薬剤も、投与量依存的に腫瘍の増
殖抑制効果を示し、その効果は 90P-THP が最も高く、次に 40P-THP、free THP という順で
あった（Fig. 38A）。また 40P-THP と 90P-THP 共にいずれの投与量においても体重減少はな
く、明らかな副作用は見られなかった（Fig. 38B）。 
一度腫瘍増殖を抑えたとしても、再発する場合が問題になるが、40P-THP では、いずれ
の投与群においても 5 匹中 2 匹のマウスで腫瘍の消失が見られ、その後明らかな再発は見
られず 150日以上生存し続けた（Fig. 38C）。さらに、90P-THP の 5 mg/kg（THP 当量）投与
群では、5 匹中 4 匹のマウスで腫瘍の消失が見られ、150 日以上生存し続けた（Fig. 38C）。 
  また同腫瘍モデルにおいて、400P-THP も腫瘍増殖をほとんど抑制しており(13)、90P-THP
でも同様の結果が得られた。 
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Figure 38. Antitumor effect of free THP, 40P-THP, and 90P-THP against S-180 tumor 
in male ddY mice in vivo. Vertical arrows indicate injection time of drugs. Values are 
means ± S.E. (n = 5). (A) Antitumor effect of THP, 40P-THP, and 90P-THP in S-180 
tumor bearing mice. Mice were treated by THP derivatives at 2 or 5 mg/kg of THP 
equivalent. (B) Body weight change of ddY mice after treatment above (A). (C) 
Survival rate of S-180 bearing ddY mice after treatment above (A). Symbols in (B) and 
(C) are same as in (A). 
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3.6. 40P-THPと 90P-THPの毒性および正常組織への影響 
  40P-THP および 90P-THP の半数致死量（Lethal Dose, 50%、LD50）を求めるため、健常
な ddYマウス（雄性、6週齢）に 20、40、60、80 mg/kg（THP 当量）の各 P-THP を静脈投
与し、体重の変化や死亡率を検討した。体重減少は投与量依存的であり、同じ投与量では
90P-THP の方が 40P-THPより体重減少が大きくなった（Fig. 39A、B）。また、死亡率も 90P-
THP の方がやや高く、LD50は 40P-THP で 50.0 mg/kg（THP 当量）、90P-THP で 37.3 mg/kg
（THP 当量）となった（Table 9）。 
    次に 40P-THP および 90P-THP の正常組織への影響を検討するため、健常な ddY マウス
（雄性、6 週齢）に、free THP は 5 mg/kg（MTD に相当）、40P-THP および 90P-THP は 15 
mg/kg（THP 当量）を静脈投与した。いずれの薬剤においても、肝機能や腎機能への影響は
なかったが、CKのかすかな上昇が見られた（Table 10）。しかし、両 P-THP の投与量は free 
THP の 3 倍であるにも関わらず、心毒性に大きな差はなかった。また重要な知見として、
正常組織への影響は両 P-THP 間で大きな差はなく、有意差が見られなかったこと、そして
体重減少がなかったことが挙げられる。 
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Figure 39. Body weight change of healthy normal male ddY mice after administration 
of (A) 40P-THP and (B) 90P-THP at different doses (20, 40, 60, or 80 mg/kg of THP 
equivalent). Vertical arrow indicates injection time of drugs. Values are means ± S.E. 
(n = 5). 
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Table 9. Mortality in mice after i.v. administration of 40P-THP or 90P-THP, and MTD of 40P-
THP or 90P-THP. 
 
Dose of drugs (mg/kg of 
THP equivalent) 
Mortality 
LD50 (mg/kg of 
THP equivalent) 
40P-THP 
20 0/6 
50.0 
40 0/6 
60 6/6 
80 6/6 
90P-THP 
20 1/6 
37.3 
40 3/6 
60 6/6 
80 6/6 
 
Table 10. Influence of free THP, 40P-THP, and 90P-THP on liver, heart, kidney functions. 
 Time CK AST LDH BUN CRE 
Dose of drugs after i.v. (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) 
Control (no drug)  18.8 ± 2.3 34.0 ± 2.3 163.0 ± 16.2 27.7 ± 0.8 0.10 ± 0.00 
Free THPa 1 day 62.0 ± 19.9 34.5 ± 1.0 193.5 ± 12.8 20.7 ± 1.8 0.10 ± 0.01 
(5 mg/kg) i.v. 5 days Not tested 30.3 ± 1.7 173.8 ± 13.5 27.3 ± 1.1 0.11 ± 0.01 
 10 days 71.8 ± 9.6* 33.3 ± 2.3 186.5 ± 21.2 31.6 ± 3.1 0.11 ± 0.01 
40P-THPb 1 day 68.3 ± 20.5 34.5 ± 2.5 215.5 ± 14.1 21.8 ± 1.1 0.11 ± 0.01 
(15 mg/kg of THP 5 days Not tested 30.3 ± 1.6 176.5 ± 13.1 25.3 ± 2.4 0.10 ± 0.01 
equivalent) i.v. 10 days 73.5 ± 14.6* 32.3 ± 1.7 172.3 ± 24.3 34.6 ± 2.7 0.11 ± 0.01 
90P-THPb 1 day 65.5 ± 19.1 31.8 ± 0.8 165.5 ± 9.2 24.4 ± 2.0 0.10 ± 0.01 
(15 mg/kg of THP 5 days Not tested 30.0 ± 1.2 159.0 ± 10.6 25.1 ± 1.6 0.11 ± 0.00 
equivalent) i.v. 10 days 60.8 ± 5.3* 30.5 ± 0.9 164.0 ± 6.1 28.7 ± 1.6 0.10 ± 0.00 
The analyses were carried out at 1 day, 5 days, and 10 days after drug administration. Values 
are means ± S.E. (n = 4). *p < 0.05, significant differences from untreated control group, 
according to Student's t test. CK, creatine kinase; AST, aspartate aminotransferase; LDH, 
lactate dehydrogenase; BUN, blood urea nitrogen; CRE, creatinine. 
a 5 mg/kg was given i.v.. THP at 5 mg/kg is about MTD. 
b 15 mg/kg of THP equivalent was given i.v.. 
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4. 考察 
  本検討では、平均分子量約 4万の P-THP（40P-THP、Fig. 31A）と、diblock型である平
均分子量約 9万の P-THP（90P-THP、Fig. 31B）の比較検討を行った。PHPMA の分子量を大
きくする方法には直鎖状ポリマーだけでなく、分枝ポリマーやグラフトポリマーを用いる
方法もあるが、分枝鎖やグラフトポリマーを正確に制御することは難しく、分子量分布が大
きくなるなどの問題がある。 
  40P-THP および 90P-THP 共に、酸性条件で切断されやすいヒドラゾン結合を介して、
THP が結合されているが、free THP の放出量に有意差はなく、平均分子量に違いがあって
も同様の放出性を示すことが明らかになった（Fig. 34）。デンドリマーを利用した平均分子
量約 400 kDaの 400P-THP も、40P-THP と同様の放出性を示すことが報告されている(13)。い
ずれの場合においても、すべての THP 分子は PHPMA にヒドラゾン結合を介して結合され
ており、ヒドラゾン結合の加水分解に分子量の違いは影響しなかったと考えられる。 
  40P-THP と 90P-THPの細胞毒性に関して検討したところ、いずれの P-THP も中性条件
下（pH 7.4）より酸性条件下（pH 6.8）で細胞毒性が強くなった（Fig. 35、Table 8）。この結
果は free THP の放出性と一致する。酸性条件下では、塩基性薬物 DOXの細胞毒性は減弱す
ることが知られており(102)、P-THP の細胞毒性が酸性条件下で増強することは、塩基性薬物
free THPよりも優れている点であり、腫瘍選択性において有用である。また、P-THP では主
に細胞外で放出された free THP が取り込まれること(12)、40P-THP と 90P-THP で free THP の
放出性に違いがないことから、40P-THP と 90P-THP は同程度の細胞毒性を発揮したと考え
られる。 
40P-THP と 90P-THP の重要な違いは挙動サイズや体内動態試験、さらに抗腫瘍効果に
おいて見られた。ゲルろ過クロマトグラフィーや DLS によって、90P-THP（19.4 nm）は EPR
効果による選択的な腫瘍集積性が期待できる大きさで、40P-THP（8.2 nm）より大きな分子
として挙動できることが示唆された。 
90P-THP の体内分布を見ると、24 時間以降で腫瘍への集積が最も多く、EPR 効果によ
る腫瘍選択的な集積性が見られた（Fig. 36）。続いて、血中滞留性と腫瘍集積性を比較した
が、90P-THP では血中滞留性の向上（AUC：1.7 倍）と共に、腫瘍集積性の向上が見られ、
投与から 24時間後以降で 40P-THPの 2.5倍以上の濃度で腫瘍組織に集積していた（Fig. 37）。 
  このように 90P-THP の腫瘍集積性が、40P-THP と比較して優れていることから、in vivo
抗腫瘍活性も 90P-THP の方が優れていた（Fig. 38A）。さらに、同じ投与量においてはもち
ろんのこと、90P-THP の 2 mg/kg（THP 当量）投与の方が、40P-THP の 5 mg/kg（THP 当量）
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投与より優れた腫瘍増殖抑制効果を示した（Fig. 38A）。同腫瘍モデルにおいて、400P-THP
も腫瘍増殖をほとんど抑制しており、つまり 90P-THP も同様の結果が得られたと言える。
また 90P-THP では体重減少などの明らかな毒性は見られず、高い治療効果および延命効果
を発揮した（Fig. 38）。また 5 mg/kg は、free THP ではMTD に相当する。 
LD50を比較すると、40P-THP の LD50は 50.0 mg/kg、90P-THP の LD50は 37.3 mg/kg（Fig. 
39、Table 9）、また 400P-THP の LD50は 23.4 mg/kg(13)であり、90P-THP は 40P-THP よりやや
毒性が高いが、400P-THP より低毒性であることが示唆された。P-THP からは、中性条件下
でも一定量の free THP 放出が見られ（Fig. 34）、血液中においても free THP の放出が起こる
と考えられる。血液循環中に放出された free THP は、高分子より正常組織に分布しやすく
なると考えられるが、このことが毒性の原因ではないかと考え、40P-THP と 90-THP の正常
臓器への影響について検討した。その結果、両 P-THP とも肝臓や腎臓には大きな影響はな
かったが、心臓にかすかな影響が見られた（Table 10）。しかし、投与量が 1/3 の free THP と
同程度であったことから、free THPより心臓に及ぼす影響は小さいことが示唆された。さら
に 40P-THP と 90P-THP 間で有意な差は見られず、15 mg/kg（THP 当量）では正常組織への
影響に違いがないことが分かった。よって、低投与量（例えば LD50の 1/2 以下）では、正
常組織への影響や毒性に差が見られないと考えられる。さらに本検討で、90P-THPは 2 mg/kg
（THP 当量）投与においても 40P-THP の 5 mg/kg（THP 当量）投与より優れた抗腫瘍効果
を発揮したことから、副作用の少ない低用量でも治療効果が期待でき、頻回投与などの工夫
が有用だと考えられる。 
  90P-THP は、free THP の放出性や細胞毒性に関しては 40P-THP と変わらなかったが、
40P-THP よりも大きな分子として挙動できることから、血中滞留性の向上および腫瘍集積
性の向上が実現できた。その結果、90P-THP はより高い抗腫瘍効果示すことができたと考え
られる。さらに 400P-THP より低毒性であること、治療に用いた投与量で 40P-THP と毒性
が変わらないことが示唆された。また 40P-THP より低投与量で抗腫瘍効果が高かった。以
上の結果より、90P-THP はより優れた腫瘍選択性と抗腫瘍活性を有する高分子化抗がん剤
になりうると期待できる。 
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第 5章 総括 
 
低分子抗がん剤は、高い細胞毒性（制がん作用）を有するものの、副作用も強いものも
多く、がん患者の QOL低下や投与量の制限などの問題が生じる。そこで、低分子抗がん剤
の腫瘍選択性を高めることができれば、治療効果の向上および副作用の低減につながると
考えられる。本研究では、生体親和性を有する高分子物質が腫瘍組織に選択的に集積する現
象、「EPR効果」に着目して検討を実施した。この EPR 効果は、多くの固形腫瘍において普
遍的に見られる現象で、低分子抗がん剤を高分子化することで得られる大きな利点である
(5,6)。 
本研究では、PEG、SMA、PHPMA といったポリマーに、低分子抗がん剤を結合させる
ことで種々の高分子化抗がん剤を作製した。PEG に関しては、PEG 化インターフェロン α
（ペガシス®など）や DOX 内包 PEG 化リポソーム（ドキシル®）などすでに臨床で用いら
れており(19,103)、SMA に関しては、SMANCS®がすでに臨床で用いられている(104)。また
PHPMA に関しては、P-DOX などの臨床試験が行われている(105)。これらのことから、本研
究で用いた 3種のポリマーは安全性や生体親和性が高いものであると考えられる。 
  種々の高分子化抗がん剤において、体内分布や EPR 効果に基づく選択的な腫瘍集積性
に関しては、PHPMA を用いた 90P-THP が最も優れており、PEG-ZnPP や SMA-THP conjugate
で見られた肝臓などの正常組織への分布が最も少なかった。さらに腫瘍環境選択的な free 
THPの放出が可能であり、高い腫瘍選択性を有していると考えられる。 
SMAは両親媒性ポリマーで、SMANCS®を油性造影剤リピオドール®に溶解させるこ
とが可能になり、がんの栄養動脈から投与することで、静脈投与の場合より高い標的腫瘍組
織への集積を得られること、さらに診断と治療を同時に行えることが報告されている(106)。
両親媒性を持つポリマーを用いれば、油性製剤化による動脈投与や経口投与など様々な応
用方法が考えられ(106,107)、肝臓集積性という欠点を補える可能性が期待できる。 
また、我々の研究グループでは、SMANCS®が高いリンパ移行性を有することから、が
んのリンパ節転移を抑制したことを報告しており(83–85)、肝臓への集積やリンパ節への集積
は、がん転移の抑制に有効な可能性がある。加えて第 3章でも述べたように、EPR 効果によ
ってエバンスブルーが肺の転移巣に集積できることを明らかにしている。当然ながら、各高
分子化抗がん剤の組織分布と転移抑制効果など、今後の検討も必要である。 
本研究では、低分子抗がん剤をポリマーと結合させることによって高分子化を試みた
が、例えばリポソーム製剤も高分子キャリアーとして広く用いられている。実際にドキシル
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®が臨床で用いられており、血中に長時間滞留し、EPR 効果による高い腫瘍集積性を可能に
している(103)。ところが、リポソームの安定性が高すぎて、腫瘍組織に集積後もリポソーム
から DOX が遊離できず、治療効果が低くなることが報告されている(108,109)。多くの抗がん
剤の標的分子は、DNA やトポイソメラーゼなどで細胞内に存在することから、腫瘍組織特
異的な薬物放出は、細胞内取り込みや抗腫瘍活性において非常に重要である。本研究におい
て、esPEG-ZnPP や 90P-THP が、腫瘍組織選択的に活性本体を放出できることを明らかにし
ており、細胞外で切断されうるエステル結合やヒドラゾン結合の利用は有効であると考え
られる。一方、SMA-THP conjugateでは効率的な free THP の放出が見られなかったが、エス
テル結合やヒドラゾン結合を利用することで細胞内取り込みの改善が期待できると考えら
れる。ただし、肝臓などへの集積も多かったことから、副作用とのバランスなど今後の検討
が必要である。 
その他の高分子化には、例えばミセル化剤もある。我々の研究グループにおいて以前に、
ZnPP を非共有結合で SMA に内包させた ZnPP 内包型 SMAミセルを開発したが、血中滞留
性や腫瘍集積性が不十分であった(40)。そこで我々は、ZnPP を SMA に共有結合させた SMA-
ZnPP conjugateを合成し、EPR効果によって高い腫瘍集積性を得られることを報告した(110)。
このSMA-ZnPP conjguateにおける成果および第3章のSMA-THP conjugateにおける成果は、
低分子化抗がん剤を SMA conjugate により高分子化できることを明らかにし、SMA を用い
た高分子化抗がん剤開発において重要な知見になると考えられる。 
がん治療において、治療薬を 1回投与するだけで完治すれば理想的であるが、副作用の
少ない高分子化抗がん剤では、複数回投与や併用などを検討することも重要と考える。例え
ば、第 2章で用いた ZnPP は、腫瘍細胞の HO-1の作用を阻害し、抗酸化作用や抗アポトー
シス作用を減弱させて、DOX などの抗腫瘍効果を増強させることが報告されている(111)。し
たがって、PEG-ZnPP と SMA-THP conjugate や 90P-THP の併用効果が期待できるのではな
いかと考えられる。 
また、腫瘍に高発現しているレセプターによって取り込まれるリガンド、例えば葉酸で
ナノ粒子を修飾し、腫瘍選択性を高める研究が行われているが、葉酸は全ての腫瘍細胞に普
遍的に発現しているわけでなく、期待された効果が見られない場合も報告されている(112)。
このようなリガンドを用いるアクティブターゲティングと呼ばれる手法においても、EPR効
果による腫瘍組織への漏出が第一条件である。しかし、実際の腫瘍環境は多様であり、血栓
などにより血流が確保されず、EPR効果が不十分な場合もある(113)。そこで EPR 効果を増強
させる方法を併用することも重要だと考える。これまでに、ニトログリセリン、アンジオテ
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ンシン変換酵素阻害剤、アンジオテンシン II、一酸化炭素放出剤、S-ニトロソ化アルブミン
（SNO アルブミン）などが EPR効果を増強することが報告されている(114–119)。 
高分子化抗がん剤を用いるがん治療においては、まず高い腫瘍選択性を有する高分子
化抗がん剤の開発が必要不可欠である。そのうえで、例えば投与量や投与方法、複数の高分
子化抗がん剤の併用、EPR 効果の増強法との併用など工夫することで、有効かつ安全なが
ん治療法の開発につながることが期待される。本研究では、種々の高分子化抗がん剤におい
て、EPR 効果や腫瘍特異的な環境を生かした高い腫瘍選択性、さらには副作用の低減や抗
腫瘍効果の向上が確認された。そして、高分子化抗がん剤はがん患者の QOLを低下させな
い治療が期待できることが示唆された。本研究で得られた知見は、高分子化抗がん剤開発に
関する基盤的資料となり、高い腫瘍選択性を有する高分子化抗がん剤の開発への一助とな
るものと考えられる。 
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